
O/^rp WELTORGANISATION FOR GEBTIGES eCffiNTUM 

IT \^ JL Internationales Buro - 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Intmationale PfttenlklassifikatioD ^ : 

C12N 15/61, 15/53, 15/80, 1/15, 9/90 // 
9/02, C12P 21/04 



A2 



(U) Internationale Veroffoitfidiniigsniinmien WO 94/25606 



(43) Internationales 

Veroffentiichnngsdatum: 



10. November 1994 (10.11.94) 



(21) InternatiDnalcs Aktenaeichen: FCT/EP94/01272 

(22) InternatiDnalcs Anmeidedatum! 23. April 1994 (23.04.94) 



(30) Prioiitatsdaten: 
P 43 12 856.4 
P43 14 610.4 
P 43 16 419.6 



23. Apnl 1993 (23.04,93) DE 
4. Mai 1993 (04.05.93) DE 
17. Mai 1993 (17.05.93) DE 



(71) Anmelder (fur aUe Bestimmungsstaaten ausser AT DE USh 
SANDOZ LTD. [CH/CH]; Lichlsttassc 35, CH-40Q2 Basel 
(CH). 

(71) Annidderfn«r^>D£): SANDOZ-PATENT-GMBH [DE/DE]; 
Humboldtstrasse 3, D-79539 L&iiach (DE). 

(71) Anmelder (nur far AT)i SANDOZ-ERFINDUNGEN VER- 

WALTUNGSGESELLSCHAFT MBH [AT/ATJ; Bnrnner 
Strasse 59. A-1230 Wlen (AT). 

(72) Erfindcr; and 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KOCHER, Hans. 

ter [CH/CH]; Rcbcnstrasse 1. CH^125 Riehen ((31). 
SCHNEIDER-SCHERZER, EUsabetii [AT/AT]; Cani- 
siusweg 125 Top 34. A-6064 Rum (AT). SCHOERGEN- 
DORFER, Kurt (AT/ATI; A-6322 Unterlangkampfea Nr. 



367 (AT). WEBER, Geriiard PE/DE]; Egelseeweg 15, 
D-83088 IQefeisfeldeD (DE). 

(74) Goneinsamer Vertreter: SANDOZ LTD.; Patent & Maiken 
Abteilung, lichtstrasse 35, CH-40Q2 Basel (CH), 



(81) BestimniDngsstaatenr JP, SI, US, eun^^hes P^t (AT, 
BE. CH, DE, DK, ES. FR, GB, GR. IE. IT. LU. MC. NL, 
PT.SE). 



Veroffentlidit 

Ohne 'mtemationalen Recherchenberidu und emeut zu 
ver0mdichen nach Erhab des Berichts. 



(54)Tltk: RECOMBINANT ALANINE RACEMASE AND GAPDH FROM TOLYPOCLADIUM 

(54) Bezeidumng: REKOMBINANTE ALANIN RACEMASE UND GAPDH AUS TOLYPOCLADIUM NIVEUM 



(57) Abstract 

The invention concems nucleotide suquences coding for enzymes which exhibit an alanine tacemase activiq^, phis methods of piepanng 
flifltiiwa lacemase which use these sequences. The invendon also conoens mediods of preparing cyclo^oiin and cyclo^rin derivatives. 
The invendon further lelates to DNA fragments with part or aO of die gene for glyGerinaldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
from Tofypocladium niveum, its piomotor and tcimination region, and die use dieteof. Anodier aspect of die invendon relates to vectors, 
and cells transfcmned fay these vectors. 



(57) Zosammenfessung 

Die Eifindung betiifft NukleoddpSequenzen (Ue fur Enzyme kodieren, die eine Alanin Raoemase Akdvitat besitzen und Methoden zur 
HeisteUung von Alanin Racemase, die diese Sequenzen benOtzen. Die Eifindung becrifit auch Medioden zur Herstellung von Cyclosporin und 
Cyclosporin-DerivalB. Femer ist die Erfindung auf neue DNA-Fragmente nut einem Teil oder dem ganzen Gen fur die Glycerinaldebyd- 
3-phosphaidehydrogenase (GAPDH) aus Tolypocladium niveum, dessen Prc»no1o^ und TominarionspRegion, sowie deren Verwendung 
gericfatet In einem anderen Aspekt bezieht sich die Erfindung auch auf neue Vektoren und Zellen, die mit diesen Veldoren transfomaien 
wurden. 
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REKOMBINANTE ALANIN RACEMASE UND GAPDH AUS TOLYPOCLADIUM NIVEUM 

Die Erfindung betrifft Nukleotid-Sequenzen, die fiir Enzyme kodieren, die eine Alanin 
Racemase Aktivitat besitzen und Methoden zur Herstellung von Alanin Racemase, die diese 
Sequenzen beniitzen. Die Erfindung betrifft auch Methoden zur Herstellung von Cyclosporin 
und Cyclosporin-Derivaten. Weitethin betrifft die vorliegende Erfindung neue DNA- 
Fragmente mit einem Teil oder dem ganzen Gen fiir die Glyccrinaldehyd-3-phosphat- 
dehydrogenasc (GAPDH) aus Tofypocladium niveum, dessen Promotor- und Terminations-Re- 
gion, sowie deien Verwendung. In einem anderen Aspekt bezieht sich die Erfindung auch auf 
neue Vekioren und Zellen, die mit diesen Vcktorcn transformiert wurden. 
Der Pilz Tolypocladium nivewn ist mikrobiologisch in die Klasse der imperfekten Pilze ein- 
zuorden und ist besonders wegen seiner FShigkeit, Cyclosporine zu bildcn von biotechnologi- 
schem Interesse (Dreyfuss et al., 1976). Als Cyclosporine wird eine Klasse von zyklischen 
Undekapeptiden, die aus hydrophoben, aliphadschen Aminosaurcn aufgebaut sind, bezeichnet 
Diese Substanzen zeigen vielfalrige biologische Effekte: der Hauptmetabolit Cyclosporin A 
wird aufgrund seiner immunsuppressiven Wirkung als wichtigstes Medikament zur 
Verhinderung von OrganabstoBungen nach Transplantation eingesetzt 
Dementsprechend ist die Entwicklung geeignetcr Techniken zur genetischen Manipulation 
dieses und verwandtcr Qrganismen, die Cyclosporine produzieren, oder die einen Emfluss auf 
die Cyclosporinprodukrion besitzen, von groBer Bedeutung. Dabei kann eine solche Technik 
nicht nur zur Steigerung der Produktion bekannter Cyclosporine, sondem auch zur Produkrion 
neuer Wirkstofife oder anderer Substanzen beitragen. Speziell die regulattirischen Beieiche des 
GAPDH-Gens, wie der Promotert)ereich, kSnnen bekannflich zur effekriven Transkription 
verschiedener Gene verwendet werden und sind daher bedeutend fiir dercn starke Expression. 

Mit der Entwicklung der Gentechnologie wurde in den letzten Jahren die biotechnologische 
Produktion zahlreicher Polypeptide mittels rekombinanter DNA moglich. Zwei der 
Voraussetzungen dafiir sind einerseits das entsprechende Gen, dessen Produkt hergestellt 
werden soli, und andererseits geeignete DNA-Konstruktionen durch deren Hilfe das Gen 
moglichst effizient in der entsprechenden Wirtszelle exprimiert wird. 

Die Biosynthese der Cyclosporine erfolgt, wie auch fiir andere Peptid-Antibiotika 
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beschrieben, nach dem nicht-ribosomalen Thiotemplate-Mechanismus (Kleinkauf und von 
DOhren, 1990). Bemerkenswert ist, daB die gesamte Biosynthese von einem Muluenzym 
gesteuen wiid, welches aus einer einzigen Polypeptidkette besteht und Cyclosporin 
Synthetase genannt wiitL Dieses Enzym wurde biochemisch gereinigt und chaiakteiisien 
(Schmidt et al., 1992). 

Cyclosporin A enthalt drei nicht pioteinogene AminosSurcn: D-Alanin in Position 8, a- 
Aminobuttersaure in Position 3 und die ungewohnliche Aminosaure (4R)^[(E)-2-Butenyl]-4- 
Methyl-L-TTireonin (Bmt) an Position 1. Solche nicht proteinogenen Aniinosaurcn sind 
charakteristische Bestandteile von Peptid-Antibiotika. In Bezug auf den Einbau von D- 
Aniinosauien wuide in den bisher untersuchten Peptidsynthetasen festgestellt, daBdie L-Ami- 
nosfiure vom Enzym aktiviert. das hciBt, als Thioester gebunden, und dann ditekt am Enzym 
epimerisiert wild. 

Die Cyclosporin Synthetase besitzt im Gegensatz dazu keine integrale Epimerase-Funktion 
(Kleinkauf und von DShren. 1990): sie muB D-Alanin als Baustein fiir die Biosynthese 
zugefiihrt bekoramen. Tolypocladium niveum muB daher uber eine Alanin Racemase 
verfiigen. Da die Cyclosporin Biosynthese an der Position 8 mit der Aktivierang von D- 
Alanin staitet (Lawen et al.. 1992), kommt dieser Racemase eine Schliisselfunktion im 
Biosynthese-Ablauf zu. Nachdem die Cyclosporin Synthetase in vitro durchaus in der Lage 
ist, an Position 8 auch andeie Aminosauren zu akzeptieren (Lawen et al., 1989), kSnnte die 
Inhibition der Racemase-AktivitSt Oder eine Verfinderung der Spezifitat in vivo einen neuen 
fermentativen Zugang zu Cyclosporinen mit Variation in der Position 8 eroffhen. 
Bemerkenswert ist auch. daB aUe bisher beschriebenen Alanin Racemasen pndcaryontischen 
Ursprungs sind. Die Hauptfunktion der prokaryontischen Alanin Racemasen besteht in der 
BeicitsteUung von D-Alanin fiir die ZeUwandsyntiiese. Die Hemmung dieser Enzyme als 
antibiotisches Prinzip wurde daher sehr intensiv untersucht (THombeny et al.. 1987). Alanin 
Racemase aus Tolypocladium niveum ist das erste Enzym dieser Klasse. welches aus einem 
eukaiyontischen Organismus isoliert wurde. 

In einem Aspekt bezieht sich die Erfindung auf eine isoUerte Nukleotid-Sequenz die fiir ein 
eukaryontisches Enzym, oder ein Fragment davon, kodiert, das Alanin-Racemase AktivitSt 
besitzt. In der vorliegenden Beschreibung ist ein Enzym. das Alanin Racemase AktivitSt 
besitzt, ein Enzym, das D-Alanin oder L-Alanin in ein Gemisch beider Enantiomere 

iiberfiihrt. 
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Vorzugswqise, codien die Nukleodd-Sequenz fOr Alanin Racemase aus Tolvpocladium 
niveum ATCC 34921 Oder fur ein Enzym, das Alanin-Racemase AktivitSt besitzi und zu 
mindestens 70% (zum Beispiel zu mindestens 80, 90 Oder 95%) hierzu homolog ist. Dies soil 
bedeuten, dass die Erfindung neben der in Abbildung 5 angegebenen Nukleotid-Sequenz auch 
eine solche beinhaltet, die fiir Protein codiat, das im wesendichen ahnliche AkrivitSt 
und/oder Funktion aufweist, wobei die Aminosauresequenz zumindestens zu 70% (zum 
Beispiel zu mindestens 80, 90 oder 95%) solche Aminosfiurcn enthSlt, wie jene 
Aminosauresequenz, fiir die die in Abbildung 5 angegebene Nucleorid-Sequenz codiert, und 
wobei in der einen oder anderen Position Aminosauren konservativ ausgetauscht sein konnen. 
Folgender konservativer Austausch ist beispielsweise moglich: 

(i) Alanin, Serin und Threonin; 

(ii) Glutaminsauie und Asparaginsaure; 

(iii) Arginin und Lysin; 

(iv) Asparagin und Glutamin; 

(v) Isoleucin, Leucin, Valin und Methionin; 

(vi) Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan, 

Betreffend mRNA sind die folgendeh Codons synonym, das heisst .sie codieren jeweils fiir 
die gleiche oder konservativ austauschbare Aminosaure: 

i) UUU, UUC, UAU und UCG; 

ii) UUA, UUG. CUU. cue CUA, CUG, AUU, AUQ AUA, GUU. GUC. GUA undOO 
ui) UCU, UCC. UCA, UCG, AGU. AGC, ACU, ACC, ACA, ACG. GCU, GCC CGA und 
GCG; 

iv) ecu, CCC, CCA und CCG; 

v) UAA,UAG,undUGA; 

vi) CAU und CAC; 

vii) CAA. CAG, AAU und AAC 

viii) AAA, AAG, CGU, CGC, CGA, CGG, AGA und AGG; 

ix) GAU, GAC, GAA und GAG; 

x) UGU und UGC; 

xi) AGU und AGC; 

xii) GGU, GGC, GGA und GGG. 



W0 94/25«)(! PCT/EP94/01272 

4 

Bctreffend die koirespondierende DNA Sequenr sind Triplets, die in den einzelnen. obigen 
Punkten angegeben sind. ebenfalls synonym. Nucleotidsequenzen. die fiir jenes Strukturgen 
codieien, das in der Abbildung 5 angegeben ist und in denen solche synonymen Triplets 
aquivalent enthalten sind. sind ebenfalls von der Erfindung utnfassL 

Die vorliegende Beschreibung betrifft daher unter einem Aspekt neue DNA-Fragmente mit 
einem Teil oder dem ganzen Gen fur die Alanin Racemase aus Tolypocladium niveum, dessen 
Promotor- und Tenninationsregion. sowie deien Verwendung fur die Stammveibesserung. In 
einem anderen Aspekt bezieht sich die Erfindung auch auf neue Nukleotid-Molekule, 
Vektoren und Zellen. die mit diesen Vektoren transformiert wuiden. Ebenso wird die 
Konstruktion von StSmmen beschrieben. die sich besonders gut fiir Verfahien zur Herstellung 
von modifizierten Cyclosporinen. welche an der Position 8 andere Aminosauien als D-Alanin 
enthalten. eignen. In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung einen Teil oder das ganze 
GAPDH-Gen aus Tolypocladium mveum, wobei mit "einem Teil" eine mindestens 70% (rum 
Beispicl zu mindestens 80. 90 oder 95%) hieizu homologe DNA Sequenz zu verstehen ist. 
die synonyme Triplets enthalten kann. wie oben fiir den Fall der Alanin Racemase 
beschrieben ist. gemeint ist. femer dessen Promotor- und dessen Terminations-Region, fur die 
die obigen Ausfuhrungen betreffend homologe DNA Sequenzen ebenfaUs gelten, und deren 
Ver^vendung. Die Erfmdung umfasst femer auch solche Gene, dcren Genprodukt mit 
AntikSrpem gegen das ganze oder gegen Telle des. von den erfindungsgemfissen Genen 
jeweils codierten, Proteins, gebunden oder immunoprezipitiert wird. sofem diese Genprodukte 
eine im wesenflichen ShnUche Funktion oder Wirksamkeit aufwdsen. 
Femer umfasst die Erfindung auch Nucleotidsequenzen, die den erfindungsgemSssen 
Nucleotidsequenzen ahnlich sind Mit "ahnUch" ist jeweils eine Testsequenz gemeint, die 
jeweils gegen eine der erfindungsgemSssen Sequenzen hybridirieren kami. Bei 
doppelstrangigen Sequenzen kbnnen die Testsequenz und die erfindungsgemfisse Sequenz 
einen TM-Unterschied von bis zu etwa IS'C besitzen. Die Hybridisiemng wird unter 
stringenten Bedingungen ausgefiihrt, wobei entweder die Testsequenz oder eine der 
erfindungsgcmassen Sequenzen auf einen TrSger auf gebracht wird. Entweder eine denaturierte 
Test- Oder eine der erfindungsgemassen Sequenzen wild somit erst an einen TrSger gebunden, 
worauf die Hybridisierung gegen die jeweils andere Sequenz in angemessener Zeit und bei 
Temperawren von etwa 35 bis TO'C in 2xSSC Puffer, der 0,1% SDS enthSlt, durchgefiihrt 
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wild. Nachfolgend wild der Trager bd gleicher temperatur mit einem Puffer leduzierter SSC 
Konzentration gewaschen. Abhangig von der erwiinschten Stringenz und dainit dem Giad der 
Ahnlichkeit der Sequenzen, sind solche Puffer im aUgemeinen SSC Puffer mit einfacher 
Starke, mit halber StMrke oder mit 1/10 StSrke (IxSSC, O^xSSC bzw. 0.1xSSC). enthaliend 
jeweils 0,1% SDS. Sequenzen mit hiSchsten Giad an Ahnlichkeit sind solche, deren 
Hybridisierung am wenigsten duich Waschen mit Puffer reduzierter Konzentration beeinflusst 
wird. Bevorzugt sind die Test- und die etfindungsgemasse Sequenz so ahnUch, dass die 
Hybridisierung durch Waschen mit oder Inkubuaen in 0,lxSSC Puffer (0.1% SDS) im 
wesentlichen unbeeinflusst bleibt. 

Von der Erfindung umfasst sind auch recombinante Nucleotidsequenzen, die gegenfiber den 
erfindungsgemassen Sequenzen bezugUch eines oder mehrerer Codons modifiziert sind. Die 
Modifizierung erfolgt in einer Weise, dass die verSnderten Codons der entsprechenden 
AminosSure in jenem Organismus, in den die rekombinante Nucleotidsequenz eingebracht 
werden soil, begunstig zur Translation benutzt werden. Die Expression der modifizierten 
DNA im besagten Organismus liefat im wesendichen ahnliches Protein, wie die 
unmodifizierte, rekombinante Nucleotidsequenz in jenem Organismus, in welchem die 
proteincodierenden Komponenten der rekombinanten Nucleotidsequenz endogen sind 
Die Expression der erfindungsgemassen Gene kann beispielsweise yerbessen werden durch 
(i) Mutation der nicht-codierenden Region 5' des heterologen Gens zur Eriiohung der RNA 
Polymerase-Bindung, (ii) Beniitzung von Konstnikrionen, die mehrere Promotor Regionen 
aufweisen, die entweder aus derselben Quelle oder aus einer anderen, beispielsweise aus 
einem G APDH-Gen, stammen. (iii) Einbringen starker Promotor in das Genom (vorzugsweise 
nicht-zufaUig) zur Veranlassung der Expression autologcr oder heteiologer Gene. 
Beispiele f!ir Totypocladium niveum schlieBen Tolypocladium nivewn ATCC 34921 und 
davon abgeleitete StSmme ein. ; 

Die Alanin Racemase aus Tolypocladium nivewn ist in der literatur bisher nicht beschrieben 
worden. Um einen Zugang zu diesem Enzym zu finden, war es daher zunSchst erforderlich, 
einen Aktivitatsnachweis zu entwickeln. Als Ausgangsbasis wurde die fur prokaryontische 
Racemasen in der Literatur beschriebene NADH-Methode verwendet (Badet et aL, 1984): das 
gebildete p- Alanin wild nachgewiesen, indem man es mit D-AminosSureoxidase zu Pyruvat 
oxidiert; Pyruvat wird wiederum unter NADH-Verbrauch zu Lactat reduziert. Der Verbrauch 
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an NADH ist equimolar zum gebUdeten D-Alanin und witd durch die Abnahme der UV- 
Absorption bei 340 nm bestimmt In der Uteratur ist dieser Assay in seiner "gekoppelten" 
Fonn beschrieben. das heiBt. alle genannten Reaktionen (Epimerisierung dcs Alanins. 
Oxidation zu Pyruvat und Reduktion zu Lactat) werden simultan durchgefuhrL Diese 
Methode hat in nur grob angereicherten Enzymextrakten aus Tolypocladium niveum nur 
unzuveriassige MeBwerte geliefert Aus diesem C3rund wurden die Reaktionen enticoppelt: im 
ersten Teilschiitt wurde die Epimerisierung des L-Alanins zum D-Alanin duichgefiihrt, und 
nach Hitzeinaktivierung der Enzyme wurde das gebUdete D-Alanin in einem zweiten Teil- 
schritt zu Pyruvat und Lactat umgesetzt. Diese Entkopplung hat auch den Vorteil, daB die 
optimalen Bedingungen fur die Epimerisierungsreakuon ohne Beeinflussung durch die 
nachfolgenden Reaktionen cimittelt werden kbnnen. Duich sorgfiltige Optimierung der 
Reaktionspanuneter(pH-Opnmuin,T-Optimum,Cofaktor-Bedarf.Oxidationsschutt)ime^ 

TeUschritt konnte damit eine hochempfindliche Nachweismethode fur die Alanin Racemase 
aus Tolypocladium niveum etabliert werden. deren Prinzip (Entkopplung der Teilreaktioncn) 
auch auf Alanin-Racemasen aus anderen Organismen angewendet werden kann. Als 
Enzymeinheit ist nach lUPAC-Nomenklatur jene Menge Protein definiert. die pro Minute 1 
jimol L-Alanin zu D-Alanin epimerisiert 

Die Reinigung des Enzyms erfolgt'nach iibUchen Verfahren. Der.ZellaufscWuB kann aus 
feuchten oder lyophilisierten Zellen durchgefOhrt werden. Liegen die ZeUen feucht vor, kann 
ein DruckaufschluB. z.B. mit dner Manton Gaulin Appaiatur oder mit einer French Press. 
Oder ein AufschluB mil einer Glaskugelmiihle durchgefuhrt werden. Lyophilisierte ZeUen 
werden dagegen zweckmaBigerwcise durch ZermUrsem unter flUssigem Stickstoff auf- 
geschlossen. Im Fall der Alanin Racemase lag das Mycel in feuchtem Zustand und in groBen 
Mengen vor. so daB ein DruckaufschluB mit einer Manton Gaulin Apparatur am 
zweckmaBigsten war. 

Dem AufschluB folgen eine grobe KlSrung des Rohextrakts durch mitteltourige Zentiifugation 
(urn 10.000 g) und ein weiterer Kiarungsschritt durch PrSzipitation von NukleinsSuren. Zur 
Prazipitation der Nukleinsiuren kSnnen alle dafiir iiblichen Reagentien eingesetzt werden, wie 
Z.B. Polyethylenimin oder ProtaminsulfaL Die geeignete Konzentration sollte fiir jede Pro- 
blemstellung neu erarbcitet werden. Fiir die Alanin Racemase wurde eine Endkonzentiation 
von 0,1 % an Polyethylenimin eingesetzt 

Die Alanin Racemase kann aus einem derart geklSnen Rohextrakt durch die fiblichen 



wo 94/25606 PCT/EP94/01272 

7 

Methoden der Proteinreinigung angercichert werdcn. Als erste Stufe ist Aussalzen mil 
Ammoniumsulfat giinstig, da dabei gleichzeitig das nach Mycel-Extrakrion ublicheiweise sehr 
groBe Volumen der Proteinlosung eingeengt wcrden kann. Im AnscWuB daran kOnnen alle 
iiblichen chromatografischen Verfahren zur Reinigung der Alanin Racemase herangezogen 
weiden, wie z.B. lonenaustausch-Chromatografie, Gelpermeauons-Chromatografie, 
hydrophobe Interaktions-Chromatografie, Pseudoaffinitats-Chromatografie an Farbstoff- 
Sepharosen, Chromatografie an anorganischen Tragermaterialien, wie z.B. Hydioxylapatit, 
und andere, Bei der Alanin Racemase kam nach der Ammoniumsulfatfallung als erstes ein 
lonenaustauscherschritt an einer Saulenkombination aus S-Sepharose und Phosphozellulose 
zum Einsatz. Diese Kombination war deshalb giinstig, da das Enzym unter gleichen 
Pufferbedingungen an S-Sepharose im Durchlauf war und an Phosphozellulose gebunden hat, 
obwohl beide Materialien vom Karionenaustauscher-Typ sind Durch dieses Verhalten konnte 
ein sehr selektiver Reinigungseffekt erzielt werden. Im nachsten Schritt erfblgte eine 
Gelpeimeations-Chromatografie an Sephacryl S300-HR. Als letzter Schritt envies sich eine 
Anionenaustausch-Chiomatografie an Mono-Q als bcsonders giinstig, da an dieser Saule eine 
hohe Aufldsung der Proteine erzielt werden kann, und die nach Gelpermeations- 
Chromatografie sehr verdUnnte Probe hoch aufkonzentriert wird. Nach dieser Stufe war die 
spezifische Racemase-AktivitSt gegenUber dem Rohextrakt etwa lOOOfach angercichert An 
Farbstoff-Sepharosen oder an Hydrophob-Materialien konnte ohne hohe Verluste keine 
weitere Aufreinigung der Alanin Racemase mehr eraelt werden. Nach Mono-Q ist die 
Enzympraparation jedoch bereits sauber genug, um der EnzymaktivitSt die entsprechende Pro- 
teinbande zuzuoidnen. Man trifft eine erste ZuOTdnung, in dem man den Verlauf der 
Enzymaktivitat in den nacheinander von Monb-Q eluierenden Fraktiqnen mit dem Auftreten 
der einzelnen Proteinbanden in einem SDS-PAGE koirelicrt Obwohl eine solche Zuordnung 
in vielen FSllen, wie auch am Beispiel der Alanin Racemase, getroffen werden kann, ist es 
von Vorteil, wenn num versucht, die Proteinbande anhand ihrer Aktivitfit direkt zu identifi- 
zieren. 

Im Fall der Alanin Racemisise wunk dazu eine radioaktive, enzymspezifische 
Markierungstechnik angewendet. Es ist bekannt, daB Aminosauie Racemasen als essentiellen 
Cofaktor Pyridoxylphosphat benbtigen. Dieses Pyridoxalphosphat ist in Abwesenheit eines 
adaquaten Enzymsubstrats iiber eine SchifPsche Base an die epsilon-Aminogruppe eines 
Lysins im aktiven Zentnim des Enzyms gebunden. Durch Reduktion mit NaBHj iSBt sich 
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diese Schiff sche Base zu einem sekundaren Amin und damit zu einer kovalenten Bindnng 
zwischen Enzym und Cofaktor reduzieren. Verwendet man fur diese Reaktion tritiiertes 
NaBH,, so fuhrt man gleichzeitig eine radioaktive Maikierung am Enyzm ein, die nach SDS- 
PAGE und Trocknen des Gels durch Autoradiografie sichtbar gemacht werden kann. Mit 
dieser Methode lassen sich alle Pyridoxal-haltigen Enzyme nach entsprcchender Anreicherung 
aus dem Rohextrakt eindeutig identifizieren, wie bereits fur einige Racemasen publiziert 
wuide (Roise et al., 1984, Badet et al.. 1984. Esaki und Walsh, 1986). Wie im Beispiel 3 
beschrieben, lieB sich diese Methode auch auf die Alanin Racemase aus Totypocladium 
niveum anwenden, was zur Identifizierung einer Proteinbande mit einer M, von 39.000 fuhrte. 
Das in der Erfindung entwickelte Reinigungsverfahren Uefert eine etwa 10%ige 
Enzympraparation. in der die Racemase eindeutig identifiziert weiden kann. Mit diesem 
Verfahien kann man aus ca. 5 kg Fennentationsbrei 4 mg Gesamtprotein gewinnen; der 
Anteil der Racemase betrEgt demnach ca. 400 pg (2^ Enzymeinheiten). Die QualitSt dieser 
PrSparation ist ausreichend. urn alle wichtigen proteinchemischsn Arbeiten, wie die Amino- 
saure-Sequenaerung, duichfiihren ru kSnnen. 

Zur weiteren aarakterisierung der Alanin Racemase wurde die relative Molmasse des 
nariven Enzyms eraiittelt. Durch Gelpermeations-Chiomatografie wurde eine M, um 100.000 
ermittelL Die durch solche AnalySen erhaltenen Werte diirfen |?ekannterweise nur als 
Richtwerte betrachtet werden, da das Veihalten eines Proteins auf einem Molekulaisieb nicht 
nur von seiner GrtiBe, sondem auch von seiner (nicht bekannten) Gestalt, von seiner 
HydrophobizitSt und von unspezifischen Wechselwiikungen mit der Gelmatrix abhitogL In 
Kombination mit der H des denaturierten Proteins von 39.000 ist es sehr wahrscheinUch. daB 
die Alanin Racemase als Homodimeres vorliegt, wie auch fur eine Reihe andcrcr Racemasen 
beschrieben wurde (Inagaki et aL, 1986, Inagaki et aL. 1987, Wang und Walsh, 1978). 
Die AminosSure-Sequenzierung kann nach ublichen Methoden durchgefiihrt werden. Wenn 
das Enzym, wie im FaU der Alanin Racemase, nicht homogen vorliegt, werden die Proteine 
zweckmaBigerweise zuerst durch SDS-PAGE getrcnnt und an euie proteinbindende Membran 
geblottet Als erstes versucht man, eine N-tenninale Sequenzierung durchzufuhren. Wenn der 
N-Tetminus, wie im Fall der Alanin Racenoase, blockiert ist, oder auch, um interne Se- 
quenzinformationen zu eihalten, kann man das Protein direkt an der Membran spalten: die 
Fragmente werden von der Membran eluiert, tiber HPLC aufgetrennt und der Gasphasen- 
Sequenzierung zugefiihrt. 



wo 94/25606 PCT/EP94/01272 

9 

Betreffend das G APDH Gen wuide aus der chromosomalen DNA von Tofypocladium mveim 
eine DNA kloniert. die das Gen flir die Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase, ein 
Enzym des zentralen Stoffwechselweges der Glykolyse. cnthait Das Gen samt seiner regu- 
latorischen Region wuide in seiner Straktur analysien und es zeigte sich, daB der 
Promotorbereich fiir die Konstruktion potenter Expressionsvektoren zum Beispiel fiir 
Tolypocladium niveum als Wirtsstamm verwendet werden kann. 

Bislang wurden schon einige Gene fur die GAPDH einzelner niederer Eukaryonten kloniert 
und analysiert, wie etwa jene aus Saccharomyces cerevisiae (Holland and Holland, 1980), 
Aspergillus nidulans (Punt et al., 1988) oder Cephalosporium acremonium (Kimura et 
al.,1991). Das GAPDH-Gen aus Tolypocladium niveum und seine Verwendung fiir Techniken 
der genetischen Manipulation in diesem oder anderen Organismen wurde bis jetzt noch nicht 
beschrieben. 

Das GAPDH-Strukturgen, die Initiationsstelle der Translation, der Promotor-aktive Teil, 
sowie der Transkriptions-Tenninationsberich des GAPDH-Gens kann aus Zellen von Tolypo- 
cladium niveum isoliert wexden, Beispiele fiir Tofypocladium niveum schlieBen Tolypocladium 
niveum ATCC 34921 und davon abgeleitete Stanune ein. 

Die DNA fiir das Alanin Raceniase Gen, sowie auch fiir das .GAPDH-Gen kann aus 
chromosomaler DNA von Tolypocladium niveum ge wonnen werden. Die chromosomale DNA 
wiederum kann nach verschiedenen Methoden nach Stand der Technik isoliert werden, wie 
beispielsweise direkt aus aufgescWossenen Zellen nach Kuck et al.(1989) oder einem 
ahnlichen Verfahren. Eine andwe Metliode geht von Protoplasten aus. Dazu werden die Pilz- 
zellen nach einer bekannten Methode protoplastiert, wie z.B. von Peberdy (1991) 
zusammengefaBt, bzw. nach einer entsprechenden Modifikarion; sehr gut eignet sich die in 
Beispiel 18 beschriebene, optimierte Vaiiante fur Tofypocladium niveum. Nach Lyse der 
Protoplasten wini die DNA nach der Methode von Cryer et al.(1975) oder einer entsprechen- 
der Modifikarion isoliert und gereinigt (Beispiel 6). 

Um die DNA, welche die Alanin Racemase Gemegion der chromosomalen DNA bzw. jene 
DNA, die die GAPDH-Genregion enthalt, zu detektieren und letzdich zu klonicren, kann 
irgendeine Methode verwendet werden, die die Existenz des Alanin Racemase Gens bzw. des 
GAPDH-Gens bestatigt. Zum Beispiel kbnnte prinzipiell eine Methode verwendet werden, die 
darauf beruht, einen entsprechenden Defekt im Wirtsstamm Alanin Racemase Gen bzw. 
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GAPDH-Gen zu komplemenrieren. Eine andere Methode w8«. das Gen imttds Hy- 
bridisierung mit einem TeU oder einem ganzen bekannten Alanin Racemase Gen bzw. 
GAPDH-Gen aus einem anderen Organismus nachzuwdsen. MOgliche andere 
Mikioorganismen betreffend das Alanin Racemase Gen waren beispielweise Salmonella 
typhimurium (Wassennan et al., 1984 (dadB), Galakatos et al.. 1986 (a/r)). Bacillus 
stearothermophilus (Inagaki et al., 1986. Tanizawa et al., 1988) od^ Bacillus subtilis (Ferrari 
et al.. 1985). Da es sich dabei jedoch urn prokaiyontische Gene handelt, und in diesem Fall 
kdne ausgeprSgte Homologie erwartet werden kann, ist es essentiell, zunSchst Aminosaure- 
Teilsequenzen des Alanin Racemase Proteins aus Tolypocladium niveim zu bestimmen, und 
sidi dann daraus geeignete spezifische OHgonukleotidsonden abzuleiten und herzusteUen. 
Geeignete andere Mikroorganismen betreffend das GAPDH-Gen sind beispielweise 
Saccharomyces cerevisiae oder AspergUlus nidulans. Im speziellen Fall kami ein Teil des 
GAPDH-Gens aus PenicUliwn chrysogenum eine brauchbare Probe sein. 
Als Wirtsstamm fur eine Kloniening wird iibUcherweise Escherichia coli genutzt, obwohl 
natiirUch auch andere Organismen verwendet werden kftnnten. Ein bevorzugter Stamm ist 
etwa der kommerziell erhaWiche Escherichia coli SRB (Fa.Stratagene). Als Kloniervektor 
kann prinzipiell jeder Vektor verwendet werden. der in Escherichia coli transferiert werden 
kann. Meist werden Plasmidvektoren: wie zum Beispiel pBR322. pUCl8, pUC19. pUCBM20. 
pBluescriptn SK+ und dergleichen. oder Vdctoren auf der Basis des Bakteriophagen Lambda, 
wie etwa Lambda EMBL3, oder Lambda DASH H. verwendet. Urn noch grSBere DNA- 
Fragmente zu klonieren, k6nnen Cosmide verwendet werden, beispidsweise der Vdctor 
Supercos 1 (Fa.Stratagene). 

Um Fragmente der isoHerten chromosomalen DNA in einen Vektor zu inserieren, kann die 
chromosomale DNA mit einem gedgnetcn Restrlktionsenzym entweder partiell oder 
voUstandig geschnitten werden. Ebenso kann der ausgewShlte Vdctor mit dem selben 
Restrlktionsenzym oder dnem, das gleiche Enden erzeugt, geschnitten werden. Im Falle von 
Lambda- oder Cosmid-Vektoren k5nnen dazu die beiden Randfitagmente nach einer 
bdcannten Methode hergestellt werden, um die KlonierefRzienz zu erhbhen. Dann konnen 
DNA-Fragmente und Vektor mittels dner DNA-Ugase mlteinander ligiert werden, um die 
entspiechenden rekombinanten DNA-MotekiUe zu erhalten. 

Die rekombinierie DNA wird dann in Escherichia coli dngebracht Im Fall eines 
Plasmidvektors kann das mittels "kompetenter ZeUen" (Sambrook et al., 1989) oder durch 
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Elektrotransforaiarion duichgefahrt wenkn. Lambda- und Cosmid-Molekaie wetden durch in 
vitro Verpackung in Bakteriophagen Lambda Phagen-Hifflen und anschlieBende Infektion des 
entsprechenden Wimstammes in Escherichia coli eingebracht Fiir die in vitro Veipackung 
kSnnen kommendell erhaiUiche Lysate herangezogen werden (z.B. Gigapack H, 
Fa.Stratagene). 

Um unter den rekombinanten Klonen jene mit dem Alanin Racemase-Gen bzw, jene, mit dem 
GAPDH-Gen zu detektieren, werden Plaque-Hybridisierangen fur Lambda-Klone, bzw. 
Kolonie-Hybridisierungen fur Plasmid- und Cosmid-Klone nach Standardtechniken durchge- 
fiihrt (Sambrook et al., 1989), wobei als Sonde fiir das Alanin Racemase Gen ein OU- 
gonukleotidgemisch, das wie oben beschrieben aus Aminosaure-Teilsequenzen des Alanin 
Racemase Proteins abgeleitet wurde, herangezogen wird. Dabei muB in Vorversuchen 
. zunSchst ein geeignetes Gemisch ausgewShlt weiden, und die Stringenz der entsprechenden 
Hybridisierung in Soutiiem-Experimenten sehr gut optimiert werden. Durch mehnnaHges 
Wiederholen der PlaquehybridisiCTung kann eine entsprechende DNA, die das Alanin 
Racemase Gen aus TolypoclcuUwn mveum enthSlt, rein isoliert werden. Als Sonde fiir das 
GAPDH-Gen kann ein Teil des GATOH-Gens aus Penicillium chrysogenum herangezogen 
wciden, wobei die Stringenz entsprechend modifiziert werden muB. Durch mehrmaliges 
Wiederholen dieser Technik kann 'eine entsprechende DNA, die das GAPDH-Gen aus 
Tolypocladium niveum entfaalt, rein isoliert werden. 

Nach Restriktionsanalysen der entsprechenden DNA konnen einzelne Fragmente in Plasmid- 
Oder Bakteriophagen M13-Velctoren mittels Standaidtechniken subUoniert werden. Durch ein 
Sequenzierverfahren (z,B. nach Maxam-Gabert (Maxam und Gilbert 1980) Oder die Dides- 
oxy-Methode (Sanger et al.. 1977) bzw. einer geeigneten Modifikarion) kann die Nukleotidse- 
quenz des Alanin Racemase Gens bzw. des GAPDH-Gens bestimmt werden. 
Nach Analyse der Sequenz und Vergleich der translatieren Sequenz mit den 
Aminosaureteilsequenzen der identifizienen Alanin Racemase kann verifiziert werden, daB es 
sich um das Alanin Racemase Gen handelt, und auch die Orientierung des Gens, sowie 
dessen Piomotor- und Terminations-Region auf der DNA kann bestimmt werden. Durch 
Northemhybridisierungen entsprechender Teilfragmeme des Alanin Racemase Gens bzw. des 
GAPDH-Gens kann die Expression des hybridisierten Gens bestStigt werden. 
Nach Analyse der entsprechenden Sequenzen, sowohl im Falle des Alanin Racemase Gens, 
als auch des GAPDH-Gens, konnen die Lage des Strukturgens, des Promotors, sowie der 
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Terminationsregion bestimmt werden. Dies kann wesentlich un«nnauert weiden. wenn neben 
dem genomischen DNA-Fragment auch die entsprechende RNA in Fonn von cDNA fur die 
Untersuchungen hexangezogen wild. Dariiberhinaus wild auch die Bestitnmung der Lage von 
Intron-Beieichen und des Startpunktes der Transkription erleichtert. Dazu wird zunSchst die 
gesamte RNA aus den Pilzzellen nach der von Cathala et al.(1983) beschriebenen, oder einer 
ahnlichen Methode isoUert. Nach einem der zahlreichen Standaidverfahren wird daraus die 
polyA-RNA gereinigL Die Uberschieibung in c-DNA kann zum Beispiel durch PCR- 
Amplifikationsttchnik lealisiert werden. Anschliessend werden durch RACE ("rapid 
ampUficarion of cDNA ends") unter Verwendung kommerziell erhaldicher Systeme ( z. B. 
Fa. GIBCX) BRL, Fa. Qonetech) und unter Eisatz genspezifischer Oligonukleotidprimer 
sowohl der Anfang der Tianskripte (5'-RACE), als auch das Ende (3'-RACE), 
beziehungsweise dadurch auch der interne Genbereich (PrOfung auf Intions) isoUert und zur 
direkten Sequenzierung oder zur Sequenzierung nach entsprechender Klonkonstrukrion 
zuganglich. Dieses Vorgehen wurde zur Chaiekleiisierung des Alanin Racemase Gens im 
Beispiel 27 dargestellt, wobei der genaue Transskriptionsstart, die 
Transkriptionsdetermination und die Lage von Intionbereichen lokalisiert wurde. Eine andere 
MSglichkeit ist. die nach Cberschieibung der poly-RNA erhaltene cDNA unter Einsatz 
geeigneter Unker oder Adaptoren in Plasmid- oder Lambda-Vektoien einzubauen. Die Suche 
und Reinigung der positiven Klone erfolgt analog zu oben imttels Plaque- bzw. Kolonie- 
Hybridisierungen, wobei nun zweckmSKgerwdse auch ein Teil des GAPDH-Gens aus 
Tolypocladium niveum verwendet werden kann. Der Anteil an positiven Ktonen im Vergleich 
zur Gesamtzahl an untersuchten Klonen gibt dabei auch einen Anhaltspunkt uber die StSrke 
der Expression des gesuchten Gens unter den entspiechenden Bedingungen. Im Fall des 
GAPDH-Gens gemfiss Beispiel 13 war der AnteU an positiven Klonen mil ca. 2.5 bis 3 % 
sehr hoch. Nach Sequenzierung geeigneter cDNA-Fragmente des GAPDH^ns kSmien durch 
Vergleich mit der genomischen Sequenz exakt die Lage der Introns, sowie der Pcomotor- und 
der Terminations-Beieich lokalisiert werden. 

In Abbildung 15 ist die Nukleotidsequenr des GAPDH-Gens, das aus Tolypocladium mveum 
gemass der Beispiele 12, 13 und 14 isoliert wuide, dargesteUt Das ATG-Codon bei Pos. 673 
der Abbildung 15 ist das Startcodon der Translation, der Beginn des eigenflichen 
Struknirgens. Im nicht translatierten Bereich oberhalb des Transkriptionsstarts kSnnen 
Strukturelemente gefunden weiden, wie sie schon in Shnlicher Form in anderen 
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Pilzpromotoren gefunden wurden. So etwa schlieBt sich eine ca. 60 bp lange CT-Region 
oberhalb des vemudichen Transkriptionsstarts an, welche in einer poientiellen TATA-Box 
endet. Weitere etwa 60 bp aufwSrts konnte eine sogenannte CAAT-Box lokalisiert wcrden 
(Gurr et al., 1987). 

Es konnen nun entsprechende DNA-Fragmente, die diesen Promotorbercich cmhalien, fur die 
Konstruktion einzelner Fusionen mit Genen, die unter die KontroUe des GAPDH-Gen 
Promotors gesteUt werden soUen, verwendet weiden. Zur Konstruktion der Vektorcn in denen 
Fusionen des GAPDH-Gen Promotors zum Hygromycin-Resistenzgen enthalten sind, wuiden 
gemSss der Beispiele 20 und 26 bestimmte Teile des sequenzierten Bereiches verwendet Dies 
sind jedoch nur einzelne MOglichkeiten fur solche Konstruktionen. So kann beispielsweise 
auch ein Teil der DNA deletiert werden, sowohl am 5'-Ende des Bereiches, als auch am 3'- 
Ende. Es k5nnen auch nur TeUe des Promotorbereiches Verwendung finden (wie in Beispiel 
25), etwa nur der TeU bis zum Startpunkt der Transkription. Andererseits konnen aber auch 
gtoBen Teile des Struktuigens fiir solche Fusionen init herangezogen werden. Analog verhSlt 
es sich natQrlich auch mit dsan verwendeten Fragment aus dem Terminationsbereich des 
Gens. DaiQberhinaus kann auch eventueU ein kleiner Teil der Promotor- und Terminator- 
Fragmente fur spezielle Zwecke modifiziert weiden, beispielsweise urn die Expression weiter 
zu steigem. Mit Hilfe solcherDNA-Hagmente kSnnen Gene, deren Expression man emachen 
will, zu Fusionskonstnikaonen kombiniert weiden. Beispiele fiir diese Gene kSnnen etwa 
solche, die als Selektionsmaiken im entspiechenden Organismus dienen, wie in den 
Beispielen 20 ijnd 25 beschrieben, oder irgendwelche andere Gene, die fOr spezielle Enzyme 
codiwen, sein. Ganz allgemein kann dieses Gen sowohl aus genomischer DNA, aus cDNA, 
die aus mRNAs gebildet wurde, chemisch synthetisiert oder semisynthetisch hergesteUt sein. 

Essentielle Voraussetzungen zur geaelten Verandeiung von Tolypocladium niveum sind 
entsprechende Verfahren zur Protoplastierung und Transfoimation. Als l^msstamme fur die 
einzelnen Genkonstruktionen konnen irgendwelche StSmme der Ait Tolypocladium niveum, 
aber auch andere Pilzarten Verwendung finden. Als Verfahren, um diese Genkonstruktionen 
in Tolypocladium niveum zu bringen, kann neben der Transformation von Protoplastrai (wie 
etwa im Beispiel 19 beschrieben), aber auch eine andere Methode (z.B. Eldctrotransformation 
von Protoplasten oder sphSroplastiertem Mycel, 0.2.) herangezogen weiden. Die 
Transformation kann ditekt erfolgen, indem sich die Genkonstruktion auf einer Vektor-DNA 



WOW/2560(5 PCT/EP94/01272 



14 



zusammen mit ciner geeigneten Selcktionsmarke befindet, oder aber nrinels Commsformanon 
durchgefuhrt werden. Hierbei wild neben geeigneter Vektor-DNA jene Genkonstrulmon. die 
sich auf einer anderen DNA befindet, dem Transfotmationsansatz beigefugt Entspiechende 
Tiansformanten kannen dutch verschiedene Hybridisierungstechniken molekalar analysiert 
werden. 

Gemass der obigen Beschreibung ist es also mSglich. Tolypocladium rUveum mit DNA, die 
das Gen fur die Alanin Racemase oder die das Gen oder einen Teil davon fur das GAPDH- 
Gen tragt, zu tnmsformiercn. In Southemhybridisierungen lassen sich StSmme finden, die 
metaere zusfitzUche Kopien des Alanin Racemase Gens enthalten. Dabei IMBt die Anzahl der 
Kopien allein keinen zwingenden SchluB auf Mehrleistung der StMmme zu, da die 
Integrationsorte und ve^derte Regulationsmechanismen einen wesentlichen HnfluB besitzen. 
In Testfermentationen kQnnen diese StSmme untersucht weiden, und dann dabei sokhe 
gefunden werden, die mehr Cyclosporin A bilden. 

Duich Transformation von Tolypocladium mveum mit Plasmidvektoien. die einen Teil des 
Alanin Racemase Gens (der nicht zur Ausbildung des akdven Enzyms ausreicht) tragen. 
kdnnen StSmme erzeugt werden, die den Plasmidvektor in das genomische Alanin Racemase 
Gen durch homologe Rekombinarion integricrt haben, wodurch das Gen zerstOrt worden ist 
In Testfermentationen kann gezeigt weiden, daB diese StSmme kein Cyclosporin A mehr 
bilden. Dies ist auch ein weiterer Bewds. daB es sich beim klonierten Gen tatsfichUch.um das 
Gen fiir das Enzym Alanin Racemase handelt. welches fiir die Cyclosporinbiosynthese 
essentiell ist 

Da die Biosynthese des Cyclosporins an der Position 8. also mit Aktivierung des D-Alanins, 
startet. sind StSmme, in denen das Alanin Racemase Gen zerstiirt wurde, besonders 
interessant fiir den Einbau "ftemder" AminosSuren an der Position 8 im Cyclosporimnolekffl. 
Es wutde insbesonders gefunden. dass einc Nucleotid-Sequenz. die gegenfiber der in der 
Abbildung 5 angegebenen Sequenz in Position 2318 ein A (Adenosin) anstatt des G 
(Guanosins) besitzt. wodurch das Tttplett in den Positionen 2317. 2318. und 2319 fiir 
Asparaginsaure anstatt fur Glycin codiert, zu einem Einbau von D-Serin anstatt von D-Alanin 
in Position 8 des Cyclosporins fuhrt Durch Zugabc grQBeicr Mengen "ftemder" AminosSuien 
ins Fermentationsmedium konnen StSmme gefunden werden. die deutiiche Mengen an 
modifizierten Cyclosporinen bilden konnen. 



wo 94/25606 PCTAEM4/01272 

15 

Cyclosporine, die in 8-SteIlung eine andere Anrinosaurc. als D-Alanin nagen und die gemSss 
vorUegender Erfindung herstellbar sind, sind beispielsweise im US-Patent 5^4.826 
geoffenbart und zitiert, deren Inhalt hiermit als Referenz eingefugt wird. Diese modifizierten 
Cyclosporine finden in den dort geoffenbarten und zitienen Anwendungsgebieten als 
Pharmazeutika Verwendung und sind auf die dort angegebene und zirierte Art und Weise und 
in den dort angegebenen und zitienen Dosen anwendbar. 

Die folgenden Beispiele and AbbUdungen eriautem die Erfindung, ohne sie jedoch zu 
beschranken. 

Die in den Abbildungen 1, 2, 3. 4, 6, 7, 10, 12, 17, 18 und 19 gezeigten Restriktionskarten 
sind zum Teil nur ungefihre Wiedergaben von Restrikrionsschnittstellen in den DNA- 
MolekUlen. Die gezeichneten AbstSnde sind proportional zu den tatsachlichen Abstanden, 
letztere kSnnen sich jedoch davon unterscheiden. Nicht alle RestriktionsschnittsteUen sind 
wiedergegeben, es k&men durchaus weitere Schnittstellen voihanden sein. 

Abbildung 1: Restrikrionskarte des ca. 15.2 kb groBen Anteils genomischer DNA von 
Tofypocladium tdvevon in Lambda RAC4 (weiBer Balken). Der schattierte Balken 
reprasentiert das ca. 1100 bp grofie t'sH Restriktionsftagnoent, das mit der Hybridisierungs- 
sonde (Oligonukleoridgemisch R14) ein positives Signal Befert und in pRPl kloniert wurde. 
Die beiden schraffienen Balken stellen jene benachbarten Eragroente dar, die in pRP6, bzw. 
pRP9 subkloniert wurden. 

Ahbildung 2; Restrikrionskarte des Plasmids pRPl. Der schatrierte Balken repiSsentiert 
das ca. 1100 bp groBe PsA Restriktionsftagment, das niit der Hybridisierungssonde 
(Oligonukleotidgemisch R14) ein positives Signal Ueferte. Der daiineic AnteU stellt den 
Bereich des verwendeten Plasmidvektors pUCBM20 dar. 

Abbildung 3 : Restriktionskarte des Plasmids pRP6. Der schattierte Balken reprasentiert 
das ca. 1.9 kb groBe Ecdftl-SaR Restriktionsftagment aus Lambda RAC4. Der dflnnere Anteil 
stellt den Bereich des verwendeten Plasmidvektors pUCBM20 dar. 

Abbildung 4 : Restrikrionskarte des Plasmids pRP9. Der schattierte Balken reprasentiert 
das ca. 650 bp groBe Hindm-Pstl Restriktionsfragment aus Lambda RAC4. Der diinnere 
Ameil stellt den Bereich des verwendeten Plasmidvektors pBluescriptH SK+ dar. 

Abbildung 5 : Nukleotidsequenz des ca. 1,1 kb groBe Pwl-Insert in pRPl, des ca. 1,9 
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kb grosse EcoRI-Sall-Fragment aus pRP6, «ies ca. 650 bp grosser. P«I-Hindin-Fragment aus 
pRP9, sowie noch zus^tzlich 511 bp anschliessend an die Hindm-SteUe umfaBend 3973 
Nukleotide (siehe auch Abbildung 19). Einzelne Erkennungsstellen fiir Restriktions- 

endonukleasen sind angegeben. 

AhhUdung 6: Restriktionskaite eines sequenzierten TeUbereiches aus Abbildung 5. Die 
Lage der aufgefundenen Aminosanreteilsequenzen (Beispiel 12) ist angegeben. 

Al26iMsi2£l: Restriktionskarte des Plasnrids pRP12. Der schamerte Balken teprSsentiert 
das ca. 835 bp groBe EcoKL-Pstl Restriknonsfragment aus pRPl. Der diinnere AnteU stellt 
den Beteteh des verwendeten Plasmidvektors pUCBM20 dar. 

Ahhildung 8: Restriktionskarte des Plasmids pGT24. Das Plasmid leitet sich aus 
pGT14 ab und entiiSlt ein fiflmHI-Fragment (weiBer Balken) mit dem Hygromy- 
cinresistenzgen, dessen Orientierung durch den punktierten Pfeil gekennzeichnet ist 

Abbildung 9: Restriktionskarte des Plasmids pGTl. Der schattierte Balken tcprfisentiert 
das in Beispiel 12 isolierte Sflcl-Fragment nut dem GAPDH-Gen aus Tolypocladium niveum, 
Der dunnere AnteU stellt den Bereich des verwendeten Plasmidvektors pUC18 dar. 

Abbildung 10: Nukleotidsequenz des 2271 bp gioBen Sacl-Fragmentes aus pGTl 
Ahhildung 11: Restriktionskarte des Plasmids pGT4. Der schattierte Bcieich stdlt die 
klonierte cDNA des GAPDH-Gens IgpdA) (Beispiel 13) dar. Der («imiere Berrich steht fiir 
den Anteil des Plasmidvektors pUCBM20. 

Abbildung 12: Nukleotidsequenz des 1347 bp groBcn cDNA-Inserts in pGT4. Die Pos. 
1 - 14 und 1334 - 1347 (unterstrichen) entsprechen den fiir die Klonierung verwendeten 
AdaptormolekUlen und entiialten die ErkennungssteUen fiir die Restriktionsendonukleasen 
EM (GAATTC) undNofl (GCGGCCX5Q. 

Ahhildung 13: Nukleotidsequenz des 1278 bp gioflen Xhol-Saa Fragmentes aus 
gpdcosl, das den Promotor des GAPDH-Gens entiialt (Beispiel 14). Die Sflcl-Er- 
kennungsstelle entspricht jener bei Pos. 1-6 in Abbildung 11. 

Ahhildung 14 : Vergleich der genomischen Nukleotidsequenz (oben), nut jener der 
cDNA (unten) (Beispiel 14). Einzelne Restriktionsschnittstellen sind gekemizeichnet Die 
beiden Intron-Bereiche sind durch den Strich dargesteUt. Das Translationsstartcodon ATG. 
ebenso wie das Translationsstoppcodon TAA. ist unterstrichen. Sie markieren die Lage des 
eigenflichen GAPDH-Sttukturgens aus Tolypocladium niveum. 

Ahhildung 15 : Aminosauresequenz der abgeleiteten GAPDH 
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Abbildung 16 : Restriktionskaite des Plasmids pGT12 (Beispiel 20). Der graue PfeU 
markiert den Bereich und die Orientienmg des gewShlten Prpmotorfragmentes des GAPDH- 
Gens aus Tofypocladium niveum. Der diinne Bereich entspricht dem TeU des verwendeten 
Plasmidvektors pBluescript n SK+. 

Abbildung 17 : Restriktionskarte des Plasmids pGT14 (Beispiel 20). Die grauen Bereiche 
kennzeichnen das verwendete Promotoxfragment (Pfeil) und das Fragment aus dem 
Terminatorbereich des GAPDH-Gens aus Tofypocladium niveum. 

Abbildung 18 : Restriktionskarte des Plasmids pGT30 (Beispiel 26). Der graue Pfeil 
markiert den Bereich und die Orientiening des gewahlten Promotoifiragmentes des GAPDH- 
Gens aus Tofypocladium niveum. Das durch den weiBen Balken markierte Fragment enthSlt 
das HygnMnycinresistenzgen, dessen Orientiening duich den punktierten PfeU gekennzeichnet 
isL Der Rest des Plasmides entspricht pCSN44 (Staben et aL, 1989) 

Abbildung 19: Die aus der Nucleotidsequenz abgeleitete Aniinosfiuresequenz der Alanin 
Racemase aus Tofypocladium niveum 

Abbildung 20: Nucleotid Sequenz des 3973 bp grossen Alanin Racemase Gen - 
Bereiches. Der kodierende Bereich des Struktuigens ist darch DarsteUung der 
AminosSuresequenz gekennzeichnet Die Lage des Intrcms ist markiert 

Abbildung 21: Ergebnis der Sequenzierung von 32 5*-RACE Klonen des Alanin 
Racemase Gens. Starmucleotid ist jeweils das gross dargestellie A. Identische 
Sequenzbereiche sind durch Striche markiert Die Positionsnummem beziehen ach auf das 
A des Translationsstartcodons. 

Abbildung 22 : Ergebnis der Sequenzierung von 12 3'-RACE Klonen des Alanin 
Racemase Gens. Obeihalb der Enden der einzelnen DNAs ist die genomische Sequenz als 
Bezugspunkt kursiv dargestellt, Die Positionsnummem beziehen sich auf das A des 
Translationsstartcodons. Die Zahl hinter dem T steht fBr die LSnge des S'-Bereiches nach 
dem Stoppcodon. 
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Beispiel 1: An.lvti.rh^. Bestiir ^"« f Alanin Raremase-Akrivitat: 

1. Stufe: Racemase-Reaktion: 

Etwa 1 mU Racemase werden in einem Gesamtvolumen von 120 pi unter Anwesenheit von 
30 mM L-Alanin. 50 pM Pyridoxalphosphat (Boehringer Mannheim). 20 mM DTT und 100 
mM IWcin pH 8,5 1 Stunde bei 48°C inkubiert. Danach wird die Proteinl5sung duich 5 
Minuten Erhitzen auf 80»C inaktiviert; die denaturierten Proteine werden in der 
Eppendorfeentrifuge abzentrifiigierL 

2. Stufe: Nachweis des gebildeten D-Alanins dutch Reaktion mit D-Aminosaure-Oxidase 
PAO) und Lactat-Dehydrogenase (LDH) (beide Enzyme von Boehringer Mannheim): 

100 pi Uberstand aus der hitzeinakdvierten Racemase-Reaktion werden in einem 

C3esamtvolumen von 500 pi unter AnwesenheU von 200 pM NADH (Boehringer Mannheim). 

0.3 units DAO. 1 unit LDH und 100 mM Tiicin pH 8,5 bei 30»C gemessen. 

Die Duichfuhrung erfolgt in 500 pi C^uirz-Kiivetten (Quarzglas Supi^ Mikiokuvetten), und 

der duich den NADH-Verbrauch bewiikte Extinktionsabfall whd 20 Minuten bei 340 nm 

gemessen. 

Bestimmung der Enzymeinheiten (enzyme units): Nach lUPAC-Nomenklatur ist ein 
Racemase-unit als 1 pmol D-Alanin, welches pro Minute gebildet wild, definiert. Die BUdung 
von D-Alanin ist equimolar zum Verbrauch an NADH. 

BeisDiel 2: Anrpiehening t ^r A^""^" Racemase; 

Mit dem folgenden Pn>tokoll lassen sich aus 1 kg feuchtem Mycel (feucht nach 
Abschleudem, wie unten beschrieben) ca. 4 mg Gesamtpiotcin gewinnen, woran die Alanin 
Racemase einen Anteil von etwa 10% (ca. 0.4 mg) hat Diese 0.4 mg Alanin Racemase 
besitzen eine AktivitSt von 2,5 Enzymeinheiten. was einer 1000-fachen Ameicherung der 
Enzymaktivitat, bezogen auf den Rohextrakt, entspricht 

Alle Schritte wurden zwischen 0»C und 4»C durchgefOhrt. Alle saulenchtomatografischen 
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Trcnnungen warden an einer FPLC-Anlage (von Phannacia) durchgeflihrL 



1. Schritc Emte und AufschluB des Mycels: 

4-5 kg Fennentationsbrei wurden bei 16.000 g. 10 Minuten, abzentiifagiert. Der Brei wuide 
zweimal mit 2^ 1 physiologischer KochsalzlSsung unter Zusatz von 5 mM EDTA gewaschen. 
1 kg der so gewonnenen, feuchten Biomasse wurde in 2^ 1 Puffer A (0,25 M HEPES pH 
7,5; 0,4 M KQ; 5 mM EDTA; 20 gv% Glycerin; 10 mM DTT) suspendiert und mit Hilfe 
eines Ultraturrax homogenisiert. Die Suspension wurde im Manton Gaulin Lab 60 unier 3 
Durchlaufen zu je 600 bar aufgeschlossen (DurchfluBgeschwindigkeit 60 1/h). Die Temperatur 
wurde zwischenduich immer wieder auf 4«C gestellL Die ZeUiriimmer wurden in einer 
mitteltouiigen Standzentrifuge 10 Minuten bei 16.000 g abzentrifugiea Der Uberstand wurde 
als Rohextrakt bezeichnet 

2. Schritt: Entfemung der Nukleinsauren aus dem Rohextrakt: 

Die Nukleinsauren wurden durch Zugabe einer Polyethyleniminlosung (12% in Wasser, 
dialysiert zur Entfemung der niedermolekularen Bestandteile) zu einer Endkonzentration von 
0,1% ausgefSllL Der Niederschlag wurde durch 10 Minuten Zentrifugation bei 17.000 g 
entfemL Dieser geklarte Rohextrakt wurde als Polyethylenimin-Oberstand bezeichnet 

3. Schritt Proteinfailung mit Ammoniumsulfat: 

Der Polyethyleniniin-Oberstand wurde durch Zutiopfen dner 100% gesStrigten 
Ammomumsulfat-L5sung in Puffier B (0.1 M HEPES pH 7,5; 4 mM EDTA; 15 gv% 
Glycerin; 4 mM DTT) auf 40% Sattigung an Ammoniumsulfat gestellt Nach beendeter 
Zugabe wuide 30 Minuten nachgerOhrt. Das Proteinpellet wurde 30 Minuten bei 32.000 g 
abzentrifugiert danach ad 500 ml in Puffer B gel6st und 12 Stunden gegen 5 1 Puffer B 
dialysiert Das Dialysat wurfe vor dem 4. Schritt mit Puffer B auf das doppelte Volumen 
verdunnt und uber einen 8 p Glasfaserfilter filtriert. Die so eriialtene Probe wurde als 
Ammoniumsulfatfrakdon bezeichnet 
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4. Schritt: Kombinationschromatografie an den Kaiionenaustauschem S-Sepharose und 

Phosphozellulose Pll: 

Zwei Saulen (S-Sephaiose fast flow war von Pharmacia: 2.6 x- 7.8 cm und PhosphozeUulose 
Pll war von Whatman: 5 x 7,9 cm) waien in tandem geschalten. und zwar derart, daB die 
Proteine beim Auftrag zuerst uber S-Sepharose filtriert und danach an PhosphozeUulose 
gebunden wurden. Dieser Teil der Chromatografie erf olgte in Puffer B mit einer HuBiate von 
10 mlAnin. Die gekoppelten Saulen wurden solange mit Puffer B gewaschen. bis die 
Extinktion auf die Basislinie zunickgefallen war. Danach wutde die S-Sepha«)se entkoppelt 
und die Phosphozellulose mit einem Salzgradienten eluien: Gradient in 700 ml auf Puffer C 
(= Puffer B mit 1 M NaQ). FluBrate: 5 mVmin. Die aktiven Fraktionen wurden gepoolt und 
fiber einen 0,8 p Membranfilter filtriert. Diese Piobe wuide als Pll-Pool bezeichnet 

5. Schritt: Aufkonzentrierung des Pll-Pools duich Ultrafiltration: 

Der Pll-Pool wurde flber eine Membran mit einer Tienngrcnze bei einer M, von 30.000 
(YM30 von Amicon) auf 10 ml eingeengt. Bedingungen: Ultrafiltrationszelle von Amicon. 
unter Nj-Begasung, maximal 5 bar. feci 4*'C. 

6. Schritt: Gelpermeations-Chromatografie an Sephacryl S300-HR: 

Sephaciyl S300-HR war von Pharmacia: 2,6 x 95 cm. Die SSule wurde in Puffer D (50 mM 
Tris/HQ pH 8 A 1 tnM EDTA; 10 gv% Glycerin; 4 mM DTT) unter Zusatz von 0,2 M NaCl 
equiUbriert Die Kalibrierung erfolgte unter gleichen Pufferbedingungen mit einem BioRad 
GPC-Standard. Chromatografie: Hufirate 1 ml/min. Die Aktivitat eluierte bei einem Volumen 
von 268-302 ml. Die so erhaltene Probe wurde als S300-Pool bezeichnet 

7. Schritt: Anionenaustauschchromatografie an Mono-Q: 

Die MonoQ-Saule HR5/5 war von Phannacia und in Puffer D equiUbriert. Der S300-Pool 
wurde aber Mono-Q in 2 Portionen gereinigt Die Probe wurde jeweUs nach Dialyse gegen 
Puffer D bei einer HuBrate von 0.5 mlAnin aufgetragen. Die Elution der gebundenen Proteine 
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erfolgte mit einem Gradienten: von 0 auf 20% Puffer E (= Puffer D mil 1 M NaQ) in 2 ml; 
von 20 auf 70% E in 15 ml und von 70 auf 100% E in weitercn 3 ml, bei einer Flufirate von 
0,2 ml/min. Der Hauptpeak der Racemase-Aktivitat lag bei 0.32 bis 036 M NaQ. 

Beispiel 3: Idenrifizierung der Prote inhande im SDS-PAGE: 

Zur konekten Idenrifizierung der mit der Racemase-Aktivitat konelierenden Proteinbande 
wurde eine radioaknve enzymspezifische Markierungstechnik angewendet. Die Racemase- 
haltigen Proteinlosungen nach dem letzten Reinigungsschritt an Mono-Q (0,2 mg 
Gesamtprotein in 200 pi) wurden vor der Mariderung gegen 20 mM KHjPOrPuffer pH 7 
etwa 10 Stunden dialysiert. Die Redukripn wurde in einem Gesamtvolumen von 300 pi mit 
2 pi einer 10 mg/ml NaBH^-Lbsung in 0,2% NaOH und 3,7 MBq [nj]-NaBH, (spez. 
Aktivitat: 331 GBq/mmol; von MEN), ebenfalls in 0,2% NaOH bei Raumtemperatur drei 
Smnden durchgefiihrt. Danach wuiden die Ansatze 12 Smnden gegen 100 mM NH4HCO3 
unter mehimaligem Puffenvechsel dialysiert und im Vakuum zur Trockne eingeengL Die 
Pellets wurden in 50 pi Probenpuffer fur SDS-PAGE aufgenommen und 5 Minuten gekocht 
Die Hektrophorese wurde nach LSmmli (Lfimmli 1970) in einem 10% Gel mit 
anschlieBender Coomassie Blue-FarfJung durchgefuhrt Danach wurde das Gel 30 Minuten 
fixiert (in 25% Isopropanol, 10% Essigsaure, 2% Glycerin) und anschlieBend 15 Minuten in 
Amplify-Losung (von Amersham; mit Zusatz von 2% Glycerin) geschwenkt Das Gel wurde 
getrocknet und an einem Hyperfilm™-MP (Amersham) bei -70»C zwei bis vier Wochen 
exponiert Duich diese Methode konnte die Racemase-Aktivitat eindeutig einer Proteinbande 
mit einer M, von 39.000 zugeordnet werden. 

Beispiel 4: Molekulargewichtsanalvse der Ala nin-Racemase; 

Die M,-Analyse wurde an einer TSK-3000.SWG 21,5 x 600 mm, mit einer TSK-SWG 21,5 
X 75 mm Vorsaule, an einer HPLC-Anlage durchgefiihrt. Puffer. 0,2 M Tris/HQ pH 7,5; 
HuBrate: 5 ml/min. Die KaUbrierung der Gdsaule erfolgte mit den Eichproteinen Aldolase 
(H 160.000), IgG (150.000), alkalische Phosphatase (140.000), BSA (68.000), Ovalbumin 
(45.000), Carboanhydrase (30.000) und Myoglobulin (18.800). Es wuide eine M,um 100.000 
ermittelt. 
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Aminosaure-Sequenzen der Alanin Racemase: 
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Die Pioteinprobe wurde einer SDS-PAGE (10%) in einem Mini Protean H Elektrophoresc 
System (Bio Rad) unterworfen. Nach der Elektrophorcse wuide das Gel 5 Minuten in 
Transfer Puffer (10 mM CAPS (3-(Cyclohexylaimno)-l-propane sulfonic acid, Fluka), 10% 
Methanol. pH 11.0 mit Natronlauge eingestellt) equilibriert. Eirte PVDF (Polyvinylidene 
difluoride) Membran (Immobilon. MiUipore) wuide 5 Sekunden in Methanol getaucht und 
anschlieBend ebenfalls in Transfer Puffer equilibriert Danach wurden die Proteine in der 
Mini TVans-Blot Zelle (Bio Rad) innerhalb einer Stunde bei 200 mA vom Gel auf die 
Membran tiansferiert. Nach dem Transfer wurde die Membran 5 Minuten in Wasser 
gewaschen, danach in einer 0.1% LGsung von Coomassie Blue R-250 (Serva) in 50% 
Methanol 2 Minuten gefirbt und in 50% Methanol. 10% Essigsaure entfarbt, bis sich die 
Proteinbanden klar identifizieren lieBen. Die Membran wurde anschlieBend mit Wasser 
gewaschen, die Alanin Racemase enthaltenden Banden (aufgrund der Farbung geschatzte 
Alanin Racemase Menge: 25 pg) ausgeschnitten und in Quadrate von ca. 1 mm SeitenlSnge 
zeikleinert, die in 1 ml einer 0.2% PVP-40 (Polyvinylpynolidone (Sigma) Lbsung in 100% 
Methanol gegeben wurden. Nach Wcubation von einer Stunde bei 37°C und Waschen in 
Wasser wunJen die Membranstiicke in 100 mM TiisBCl Puffer, pH.8.1 gegeben. 
Nach Zugabe von 2 pg der Protease Lys-C (Boehringer Mannheim) wmde bei 37°C 
inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubation wuide festes GuanidinJiQ bis zu einer 
Endkonzentration von 6 M zugegeben. Duich Zugabe von 300 pg DTT und 90 Minuten 
Inkubation bei 37°C unter Argon wurde das Protein leduziert und anschlieBend durch Zugabe 
eines 3fachen molaren Oberschusses liber DTT von lodacetamid unter Argon wShrend 30 
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln alkyliert. Das durch den Abbau mit Lys-C ent- 
standende. reduzierte und alkyUerte Peptidgemisch wurde auf eine 2.1 x 30 mm reversed 
phase SSule (Aquapore RP-300, 7 pm, Brownlee) aufgetragen und in einem ModeU 130A 
HPLC System von Applied Biosystems aufgetrennt Die Auftrennung der Peptide erfolgte 
dutch Hution der SMule mit einem Gradienien von 0.1% Ttifluoressigstoie in Wasser gegen 
70% Acetonitril (enthaltend 0.075% Trifluoressigsaure), wobd der Gradient in 20 Minuten 
von 0% auf 60% und in weiteren 10 Minuten von 60% auf 100% gefahren wurde. Die 
eluierenden Peptide wuiden gesammelt und deren Aminosfiuresequenz auf einem Gasphasen- 
Sequenator 470A (AppHed Biosystems) nach Vorschrift des GerStehersteUers bestimmt: 
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as 1750: AWADEQEIAIHIDGARIW 
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as 1751:STLDTAAQHR 

as 1753: AGHWGDPTLTGS 

as 1758: EAALFVVSGTMANQIALGAL 

BeisDiel 6: Isolierung hnchmolekularer genomis cher DNA aus Tobivocladium mveum 

Es wuiden Protoplasten wie im Beispiel 18 beschrieben, hergestellt. Ca. 10' Protoplasten 
wurden vorsichtig in 2 ml TE (10 mM Tris-HQ, 1 mM EDTA, pH 8.0) lysiert. Es wurde 0.1 
mg/ml RNase A zugesetzt und 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 0.5 % SDS und 
0.1 mg/ml Proteinase K wurde weitere 40 min bei 55 °C inkubiert. Der Ansatz wurde sehr 
schonend je zweimal mit TE-gesattigtem Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und 
Chlorofonn/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert (Maniaiis et al., 1982). Der wassrige leicht 
viskose Cberetand wurde mit einem Zehntel Volumen 3 M Natriumazetat (pH 5.2) versetzt. 
mit dem 2.5 fachen Volumen absoluttm, -20 'C kaltem Ethanol uberschichtet und die DNA 
in Form feiner FSden mittels GlasstSben an der Phasengrenze aufgespulL Die DNA wurde in 
3 ml TE mindestens 20 h gel6sL Je nach Qualittlt der Protoplasten wuiden ca. 500 pg/ml 
DNA erhalten. Analyse mit HGE (0.8 % Agarose, 0.5 x THE (Maniatis et al. 1982), 6 V/cm, 
Vorwartspuls 02 bis 3 sek, Puls-Verhffltnis 3.0, Laufzeit 5 h) ergab dne GrOBe von mehr als 
150 kb. 

Beispiel 7; Konstiuktion einer eenomischen Lambd a-Genbank von Tobmocladium niveum 

Zweimal ca. 100 pg DNA aus Beispiel 6 wurden mit 9 bzw. 18 Enheiten des Re- 
striktionsen^ms NdeU (Fa.Boehringer Mannheim) fiir 1 h bei 37''C in 1 ml Puffer CTris- 
Acetat 33 mM, Magnesiumacetat 10 mM, Kaliumacetat 66 mM, DTT OJ mM, pH 7.9) ge- 
schnittMi. Aliquots der Restriktionen wurden mittels HGE Oberprilft und ergaben ein Maxi- 
mum der eihaltenen Fragmente bei etwa 25 bzw. 10 kb. 

Mit «nem Gradientenmischer wurden in UltrazentrifugenrBhrchen lineaie NaQ- 
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Dichtegradienten von 30 % bis 5 % in 3 mM EDTA pH 8.0 hcrgesteUt und die DNAs 
aufgetragen. Nach Zentrifugation filr 5 h bei 37000 Upm und 25 'C (Beckman 
Ultrazentrifuge L7-65, Rotor SW 41) wurfe der Gradient in 500 pi Fraktionen geemtet. Nur 
Fraktionen mit DNA von mehr als 12 kb und weniger als 25 kb wurden dieimal 2 h gegen 
TE aris-HQ 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) dialysiert, mit Ethanol gefillt und in je 50 jd 
gelOsL 

Als Kloniervektor wurde Lambda DASH H (Fa.Stratagene) verwendet Nach Restriktion des 
Vektors mit Bomffl und HindOl wurden die beiden Vektorarme prapariert, wie von 
Sambrook et al.(1989) angegeben. 1 pg davon wurden mit ca. 500 ng der DNA Fragmente 
in 20 pi Ugationsmbc CTris-HCl 66 mM, MgCl, 5 mM, DTE 1 mM. ATP 1 mM, pH 7.5) mit 
16 Einheiten T4-DNA-Uga8e (Fa.Boehringer Mannheim) 16 h bei 12 °C ligiert. Je 4 pi des 
Ansatzes wurden mit Packaging-Extrakten (Gigapak n, Fa.Stratagene) in Lambda 
Phagenhiillen verpackt Als Wirtstamm fur die Infektion wuide E.coli SRB (Fa.Stratagene) 
verwendet. die Bakteriophagen-Lambda kompetenten Zellen wurden nach Sambrook et 
al.(1989) hergesteUt Nach der Infektion wurden die Ansatze in Aliquots auf LB-Medium 
(Maniatis et aL. 1982) mit 10 mM MgSO* plattiert, als Indikatorstamm wurde wiederum 
Exoli SRB verwendet. Rekombinante Klone wurden als Plaques im Bakterienrasen 
erkennbar. Ca. 50000 Plaques wunten mit SM-Puffer (5.8 gA NaCl, 2 g/1 MgSO, x 7H,0 und 
50 mM Tris-a pH 7.5) abgeschwemmt. und die so eihaltene Genbank wuide in AUquots bei 
4 "C gelagert Eine Titerbestimmung ergab ca. 1 x itf pfu/ml. 

Eine Analyse von 30 wiUkUrUch ausgewShlten Klonen durch IsoUerung und Restriktion der 
enthaltenenLambda-DNA ergab. daBalle Klone rekombinante Lambda-Phagenenthielten; die 

durchschnitfliche InsertgrSBe betrug 15 kb. 

Beispiel 8: Vnn>:miktion eine r r"^^«^hen Cosmid-nenhank von TolypocUidium niveum 

Zweimal 135 pg DNA aus Beispiel 6 wurden mit 7.5 bzw. 15 Einheiten des Re- 
striktionsenzyms NdeU, wie im Beispiel 7 beschrieben, geschnitten. AUquots der Re- 
striktionen wurden Uberpriift und ergaben ein Maximum der erhaltenen Fragmente bei etwa 
45 bzw. 30 kb. 

Mit einem Gradientenmischer wurden in UltrazentrifugenrShrchen lineaie NaQ- 
Dichtegradienten von 30 % bis 5 % in 3 mM EDTA pH 8.0 hergestellt und die DNAs 
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aufgetragen. Nach Zentrifugarion wurde der Gradient in 500 pi Fraktionen geemtet. Nur 
Fraktionen mit DNA von mehr als 30 kb und weniger als 50 kb wurden drcimal 2 h gegen 
TE dialysiert, mit Ethanol gefallt und in je 50 pi TE gelost 

Als Kloniervektor wurde sCos 1 (Fa.Stratagene) verwendet Die BamHl und Xbdl 
geschnittenen Vektoraime wurden hergestellt und modifiziert wie von Evans et al (1989) 
angegeben. 1 pg davon wurden mit ca. 500 ng der DNA Fragmente ligien und in Lambda 
PhagenhuUen verpackt Als Wirtstamm fiir die Infektion wurde E.coU SRB (Fa.Stratagene) 
verwendet Nach der Infektion wurden die Ansatze in Aliquots auf LB-Medium mit 75 pg/ml 
Ampicillin plattiert. Rekombinante Klone wurden als Kolonien nach 20 h bei 37 °C er- 
kennbar. Insgesamt wurden ca. 50000 Kolonien erhalten, die dann in 0.9 % NaCl/20 % 
Glycerin suspendiert und bei -70 gelagert wurden. Eine Analyse von 40 wiUkurlich ausge- 
wShlten Klonen durch Isolierung und Restriktion der enthaltenen Cosmide ergab, daB alle 
Klone rekombinante Cosmkie enthielten; die durchschnitdiche Insertgr56e betrug 36 kb. 

Beisniel 9: Auswahl und Priifung ge eimeter Oligonukleotidgemische 

Zur Herstellung der Hybridisierungssonde lieB sich aus der Aminosauretcilsequenz asl750 
der Alanin Racemase (Beispiel S) durch reverse Translation unter Verwendung des 
universellen geneuschen Codes die folgende DNA-Sequenz ableiten: 

ALA TRP ALA ASP GLU GLN GLU ILE KLh ILE HIS ILE ASP GLY ALA ARG ILE TRP 

GCN TGG GCN GAC GAA CAA GAA ATA GCN ATA CAC ATA GAC GGN GOT CGN ATA TGG 
GAT GAG CAG GAG ATC ATC CAT ATC GAT AGA ATC 

ATT ATT ATT AGG ATT 

Davon ausgchend wurden drei Oligonukleotidgemische synthetisiert, die einem bestimmten 
Teil der Sequenz des nicht codierenden Stranges entsprechen (unterstrichener Bereich): 

01igoR13: LSnge: 23mer 64fach degeneriert 

5'- GC AAT TTC TTG TTC ATC AGC CCA - 3' 
C C C G C 

6 
T 



Oligo R14: LSnge: 23mer 64fach degeneriert 
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5'- GC GAT TTC TTG TTC ATC AGC CCA - 3' 
C C C G C 



6 
T 



OligoRlS: Unge: 23mer 64fach degeneriert 

5'- GC TAT TTC TTG TTC ATC AGC CCA - 3' 
C C C G C 

G 
T 

Je ca. 10 pmol dieser Oligonukleotid-Geinische warden in 20 pi Puffer (50 mM Tris-Q pH 
7.6, 10 mM MgQz , 5 mM Dithiothieitol. 0.1 mM Speimidin HQ, 0.1 mM EDTA (pH 8)) 
mit 50 pCi gamma-^^P-ATP (6000 CiAnmol) und 8 Einheiten T4-Polynukleotid-Kinase (Fa. 
Boehringer Mannheim) fur 45 min bei 37 "C radioaktiv markiert Mehr als 80 % der 
Radioakrivitat wurden in die Oligonukleotide eingebauL 

Zum Testen der Hybridisierung wurden je 10 pg genomische DNA von Tolypocladium 
niveum (Beispiel 6) mU SaR, EcoRl und mit Hindm geschnitten und in Southem- 
Hybridisicrungen untersucht Das 0.8 % Agaiosegel wurde mittels Vakuum-Blotting 
(Vacublot. Fa. Pharmacia) auf eine Nylon-Membran (Duralon-UV, Fa. Stratagene) iibertragen. 
Die Vorhybridisierung wutde 16 h bei 37 °C in 5 ml / 100 cm^ 6 x SSPE (Maniatis et al. 
1982), 5 X Denhaitit's L6sung (Maniatis et al., 1982), 0.5 % SDS, 100 pgAnl hitzedenatu- 
rierte Heringsspenm-DNA, 0.1 mM ATP duichgefuha Vor der Zugabe des entsprechenden 
'»P-markierten Oligonukleotid-Gemisches wurde die Temperatur auf 65 "C erhSht, 
anschlieBend fiir je 1.5 h auf 55 »C, 45 »C und schlieBlich auf 37 °C gesteUt Die 
Hybridisierung wurde fiir 16 h bei 37 "C durchgefiihrt 

Die Membnmen wurden 5 min und 30 min in 6 x SSC (Maniatis et aL, 1982) bei 4°C 
gewaschen. AnschUeBend wuiden die Membranen fUr 5 min bei Raumtemperatur in einer 
Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) WaschlSsung (3.00 M TMAC, 50 mM Tris (pH 8.0), 
2 mM EDTA, 0.1 % SDS) (Wood et al., 1985) gewaschen. SchlieBlich wurde rweimal 40 
min bei der stringenten Temperatur 56 °C in TMAC-Waschl6sung gewaschen. Die 
Membranen wurden in Folic eingeschweifit und fiir 14 Tage mit Kodak Verstarkerfolie auf 
RSntgenfilm (XOmatik AR, Fa.Kodak) bei -70 "C exponiert 

Bei den Hybridisierungen mit den OUgonukleotidgenaischen R13 und R15 konnten keine 
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Signale detektien werden, wahrend jene mit R14 posiriv waren. Bei den Restriktionen wurde 
jeweils eine Bande erkennbar, fflr die Restrikiion mit Sail wurde diese bei etwa 2.9 kb 
lokalisiert, fur EcoRl und Hindm lagen die GrSBen jeweils fiber 6 kb. 

Beispiel 10: Isolierung von Lambda-Klonen, die mit einem Alanin Ra cemase-spezifischen 

Oligonukleotid hvbridisicren 

Aliquots der Lambdabank aus Beispiel 7 wurden auf LB Medium (Maniatis et al., 1982) mit 
10 mM MgS04 in einer geeigneten Verdiinnung aufgebracht, um einen Titer von etwa 2500 
Plaques je Platte zu eireichen. Es wurden insgesamt ca. 20000 Plaques untersucht Der 
Transfer auf Nylon-Membranen (Duralon-UV, Fa, Stratagene) wurde wie vom Hersteller 
empfohlen durchgefiihrt. Das Screening der Genbank wurde unter gleichen Hybridisierungs- 
und Waschbedingungen durchgefuhrt, wie in Beispiel 8 beschrieben. 
Es wurden vier positive Signale auf den Rfintgenfilmen gefunden. Die entsprechenden 
Bereiche der Agaroseschicht der Plattcn wurden ausgestochen und in SM-Puffer (5,8 g/1 
NaO, 2 g/1 MgSO4x7H20, 50 mM Tris-Q pH 7.5) rcsuspendiert. Eine geeignete Verdiinnung 
wurde emeut mit E.coH SRB auf LB-Medium mit 10 mM MgS04 plattiert, und die Plaques 
wurden wiederum auf Membranen ubertragen. Durch neuerliche Hybridisiemng und in der 
Folge durch eine dritie analog durchgefiihrte Hybridisierungsninde wurden die positiven Klo- 
ne gereinigt 

Die DNA der vier Lambda-Klone, Lambda RAC] bis Lambda RAC4, wuide isoliert und 
durch Restiiktionsanalysen und anschlieBende Hybridisiemng mit dem radioaktiv markierten 
Oligonukleotidgemisch R14 (Beispiel 9) untersucht. Es zcigte sich, daB unter andciem ein ca. 
LI kb groBes P^rt-Restriktionsfragment ein positives Signal lieferL AbbiUung 1 zeigt die 
Restriktionskarie des Tofypocladium nrvewm-Anteils eines solchen Lambda-Klons (=Lambda 
RAC4). 

Beispiel 11: Klonierung von Subfraementen aus Lambda RAC4 

Um das ca. LI kb groBe Psrt-Fragment (Beispiel 10) zu klonieien, wurden ca. 10 pg Lambda 
RAC4 mit Pstl voUstSndig geschnitten und das ca. LI kb Pstl Fragment aus einem 1.0 % 
Agarosegel eluiert (Geneclean 11, Fa. BiolOl). Der Plasmidvektor pUCBM20 (Fa. Boehringer 
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Mannheim) wurde ebenfalls niit Pstl lestringieit und mit alkaUscher Phosphatase aus 
Kalbeidarm (Fa. Boehringer Mannheim) nach den Angaben der Hersteller behanddt Je ca. 
200 ng gereinigtes P.rl-Fragment aus Lambda RAC4 und pUCBM21 wurden mit 1 Einheit 
T4-DNA-Ligase ligiert. Nach Transformation in Exoli XLl Blue (Fa. Stratagene) wurde das 
entsprechende Plasmid isoliert Es wurde pRPl genannt und durch Restriktionsanalysen cha- 
rakterisiert; eine Restrilcdonskarte ist in AbbUdung 2 dargesteUt. 

Analog dazu wurde auch noch das ca. 1.9 kb groBe EcoRI-Sflfl-Fragment aus Lambda RAC4 
(AbbiMung 1) in den entspiechend geschnittenen Plasmidvektor pUCBM20 (Fa.Boehringer 
Mamiheim) klonien. Das entstandene Plasmid wurde pRP6 genannt und ist in Abbildung 3 
dargestellt 

Als weiteres Fragment wuide das ca. 650 bp groBe Himflimrl-Fragment aus Lambda RAC4 
(Abbildung 1) in den ebenso geschnittenen Plasmidvektor pBluescript H SK+ (Fa.Stratagene) 
eingebaut. Das resultierende Plasmid wurde mit pRP9 bezeichnet und ist in AbbUdung 4 
dargestellt. 

Mit diesen beiden letzten Konstruktioncn wuide auch der benachbaite Bereich zu dem in der 
Hybridisierung mit R14 positiven P«I-Rragment abgedeckt. 

BeisDiel 12: T«>1i«-.ing des G APnH - Gens aus Tolwocladium Hiye«w 

Aliquots der Cosmidbank aus Beispiel 8 wurden auf LB-Medium mit 70 pg/ml Ampicillin in 
einer geeigneten Verdflnnung aufgebiacht, um einen Titer von etwa 200 Kolonien je Platte 
zu eneichen. Der Transfer auf Nylon-Membranen und die Lyse der Kolonien wurde wie vom 
Hersteller empfohlen durchgefiihrt Zur Priparation der Hybridisierungssonde wurden ca. 20 
pg des Plasmids pAP21. das einen Teil des GAPDH-Gens aus Pemcillium chrysogenum 
enthait (Pfitzner, 1988). voUstSndig mit dem Rcstriktionsenzym SaB. geschnitten. DaS ca. 4 
kb groBe Safl-Fragmem wurde aus dnem 0.8 % Agarosegel ehuert (Geneclean IL Fa. 
BiolOl) und mittels Nick-Translation radioaktiv mit alpha-«P^T? markiert (Sambrook et 
al.l989). 

Zum Testen der Hybridisierung wurden 10 pg genonrische DNA von Tolypocladium niveum 
(Beispiel 6) mit Sacl und mit Hiruim geschnitten und in Southem-Hybridisieningen 
untersucht. Das 0.8 % Agarosegel wuide mittels Vakuum-Blotting (Vacublot. Fa. Pharmacia) 
auf eine Nylon-Membran flbenragen. Die Voiiiybridisierung wurde 7 h bei 42 "C in 5 x SSC, 
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40 % Fonnamid, 5 x Denhardt's (Maniatis et al.. 1982), 0.1 % SDS, 0.25 mg/ml denaturierte 
Heringssperma-DNA, 25 mM NaH2P04 pH 6.5 in einem Volumen von 10 ml pro 100 cm^ 
Membian durchgefiihrt. Nach Zugabe der mariderten Sonde wurde weitere 16 h bei 42 X 
inkubiert. Der Blot wurde zweimal gewaschen. Nach Autoradiographic mit Kodak 
Verstarkeifolie auf RontgenfUm (Xomatic AR, Fa. Kodak) wurde pro Restriktionsverdau je- 
weils nur cine Bande erkennbar (ca. 22. kb Fragnieni bei Sacl, ca. 3.3 kb Fragment bei 

Hindai). j 
Das Screening der Cosmidbank wurde unter gleichen Hybridisierungs- und Wasch- 
bedingungen durchgefiihrt. Pro etwa 600 getestete Kolonien wuide cine positive Kolonie 
gefunden. Eine Kolonie wurde gereinigt und die Cosmid-DNA daraus isoliert Das erhaltene 
Cosmid wurde gpdcosl genannt Durch Restriktionsverdaue wurde die inserierte genomische 
Tolypocladium niveum DNA mit ca. 36 kb bestimmt Restiiktionsfragmente, die Teile des 
GAPDH-Strukturgens enthielten, wurden durch Hybridisierung von Southern Blots mit der 
Screening-Sonde idenufiziert. Ein ca. 2.2 kb groBes S^cl-Restriktionsfragment ergab ein deut- 
liches Signal; dies entsprach der FragmentgroBe in den Southem-Hybridisierungen mit 
genomischer DNA. Das Fragment wurde in den Plasraidvektor pUC18 (Fa. Boehringer 
Mannheim) umkloniert 

Dazu wurden ca. 10 pg gpdcosl DNX mit Sad vollstandig geschnitten und das 2.2 kb Sad 
Fragment aus einem 0.7 % Agarosegel eluiert Der Plasmidvektor pUC18 wurde ebenfalls mit 
Sad restringiert und mit alkalischer Phosphatase aus KSlberdarm (Fa. Boehringer Mannheim) 
nach den Angaben der Hersteller behandclt Je ca. 200 ng gereinigtes Sad-Fragment aus 
gpdcosl und pUC18 wurden mit 1 Einheit T4-DNA-Ligase ligiert Nach Transformation in 
E.coli HBlOl wurde das enispirechende Plasmid isoliert Es wurde pGTl genannt und durch 
Restriktionsanalysen charakterisiert; eine Restriktionskarte ist in Abbildung 9 dargestellt 
Dariiberhinaus wuide auch die voUstandige Nukleotidsequenz des gesamten 5acI-Fragmentes 
nach der Mediode von Sanger (Sanger ct al., 1977) mittels Sequenase (Fa. USB) bestimntt. 
Die Sequenz ist in Abbildung 10 dargestellt und umfaBt 2271 Nukleotide). 

BeisDiel 13: Isolierung von cDNA - Klonen des GAPDH - Gens aus Tobmodad ium niveum 

Um eine cDNA-Bank zu konstniieren, wurde zunSchst die Roh-RNA, wie im Beispiel 17 
beschrieben, isoliert Die Anreicherung der poly (A*)-RNA geschah durch eine OIigo(dT)-Zel- 
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lulose-Affinitatschschiomatographie, wic sie in Maniatis et al.(1982) beschrieben ist. Dazu 
wurde die Roh-RNA nach Zentrifugation und Trocknung in Wasser gelOst Nach der 
Chromatographie wurden Fraktionen, die poly(A*) -RNA enthielten. emeut mit Ethanol 
gefillt und bei -70°C aufbewahrt. Die Integritat der RNA wurde duich Gdelekttophorese in 
Gegenwart von Formaldehyd uberpriift, die Konzentration wurde dutch UV-Absoiption 
bestimmt. 5 pg der poly(A*)-RNA wurden mit Reverser Transkiiptase und einem oligo(dT)- 
Primer in Gegenwart der vier Desoxynukleosidtiiphosphate in eine komplementare einzel- 
strangige DNA umgesetzt. Durch die Enzyme RNaseH und DNA-Polymerase wurde daiaus 
ein doppelstrangiges Molekul synthetisiert (Sambrook et al., 1989). Nach dem enzymatischen 
Anfugen von geeigneten £coRI-Adaptoren, wozu Polynukleotidkinase und T4-DNA-Ligase 
verwendet wurden, erhielt man eine lineare doppelstrSngige cDNA, die in Kloniervektoren 
eingebaut werden konnte. Fiir diese Umsetzungen wurde ein cDNA-Synthese-Kit verwendet 
(Fa. Pharmacia), der die nbtigen Enzyme und das Adapter-Oligonukleotid enthieh. Die 
Dutchfuhrung der Reaktionen erfolgte nach den Angaben des HersteUers. Die synthetisierte 
cDNA wurde in den Vektor XgtlO (Sambrook et al., 1989) einkloniert. 80 jil der cDNA- 
Praparation wurden dazu mit 16 pi \gtlO-DNA (8 pg) vermischt, die vorher mit £coRI 
gespalten und ndt alkalischer Phosphatase behandeh wurde. Nach Zugabe von 3 jil 3M 
Natriumazetat (pH 5,2) wurde die D^IA mit Ethanol gefSllt. Die DNA wurde dann in 30 mM 
Tris-Cl pH 7,5, 10 mM MgO^. 10 mM DTE, 2,5 mM ATP nach Zugabe von 0,5 U T4. 
DNA-Ligase 16 h bei l&'C ligiert (DNA-Konzentration 500 pgM). Das Ligarionsgemisch 
wurde nrit Hilfe von Protcin-Extrakten in vitro verpackt. Die entstandenen X-Lysate wurden 
mit E. coli C600hfl (Fa. Promega Inc.) getitert. Erhalten wurden etwa 4,5x10* pfu. 
Als Sonde fiir das Serening wurde das 665 bp groBe Hirum-Hinda Restriktionsftagment aus 
dem Plasmid pGTl (siehe Beispiel 12) verwendet Dazu wurden 10 pg DNA von pGTl mit 
den Restriktionsenzymen Mmflll und Hinda (Fa.Boehringer Mannheim) nach den Angaben 
der Hersteller geschnitten und das entsprechende Restrikrionsfragment aus einem 0.8 % 
Agarosegel isoliert. Nach Markierung mit alpha-'^-dATP iiber Random-Primer 
Polymerisation (Fa. Stratagene) wurde das Fragment zur Hybridisierung eingesetzt. 
Die Voihybridisierung wurde 20 h, die Hybridisierung 18 h bei 42 °C in 6 x SSC, 50 % 
Formamid, 1 % SDS, 50 pg/ml Heringsperma-DNA durchgefiihrt. Die Filter wurden 2 x 10 
min in 2 X SSC/0.1 % SDS bei 25 und 2 X 45 min in 1 X SSC/0.1 % SDS bei 60 »C 
gewaschen. Die Membrane wurden 14 h auf Rtotgenfilm (Xomatic AR, Fa. Kodak) expo- 
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nieit. 2.5 bis 3.5 % allcr Plaques zeigten ein staikes Signal. 

Regionen mit einzelnen solcher positivcr Plaques wuiden aus der Platte ausgestochen und 
durch zwei weitere Hybridisieiungsrunden mit verdunntercn Plamerungen analog zur ersten 
gereinigt. Lambda-DNA wurde nach Standaidmethoden isolieit (Sambrook et al. 1989). Die 
ca. 1.3 kb groBen cDNA-Inserts aus 2 verschiedenen Klonen wuiden als ££r<?RI-Fragmente in 
das Plasmid pUCBM20 (Fa. Boehringer Mannheim) und den Hiagcnvektor M13mpl8 (Fa. 
Boehringer Mannheim) nach Standaidmethoden eingebaut Die entstandenen Konstrukrionen 
warden pGT4 und pGT5 bzw. M13GT4 und M13GT5 benannt. Mit Hilfe der M13-Klone 
wurde einzelstrangige DNA hergestellt, die mittels der Didesoxynukleotid-Methode nach 
Sanger (Sanger et al., 1977) von beiden Enden her ansequenziert wurden. Es zeigte sich, daB 
das Insert von Klon M13GT4 einen 33 bp langen PolyA-Bereich aufweist, bei Klon M13GT5 
fehlten 2 bp am 5'-Ende und 20 bp am 3'-Ende. sowie der PolyA-Bereich. 
Eine Restriktionskarte des offensichdich vollstandigen cDNA-Klons pGT4 ist in Abbildung 
11 dargestellt. Die gesamte Nukleoridsequenz der cDNA wurde bestimmt; sie umfaBte 1333 
Nukleotide ohne Adaptor-Molekiile und ist in Abbildung 12 angefuhit En Vergleich der 
genomischen und der cDNA-Sequenz zeigte die Lage von zwei Introns, wobei eines am 
Anfang des Sad-Fragmentes liegt, wie aus Abbildung 14 hervorgeht. Daraus wurde deudich. 
daB der Promotorbereich des GAPDft-Gens nicht auf dem genomischen Sacl-Fragment aus 
pGTl (siehe Beispiel 12) enthalten ist 

Beispiel 14: Isolierung des Promotorbereiches des G APDH-Gens aus Tobmo cladiwn niveim 

20 pg DNA des Cosmidklones gpdcosl (siehe Beispiel 12) wuiden gemeinsam mit den 
Restriktionsenzymen Xhol und Sail geschnitien. Duich Southemhybridisierung mit dem 665 
bp groBen //inJUI-Hiwin-Fragment aus pGTl wuide ein ca. 1250 bp groBes Fragment idenri- 
fiziert. Dieses wurde aus cinem 0.8 % Agarosegel prapariert und nach Standaidmethoden 
(Sambrook et al., 1989) in den Sa/I-geschnittenen und dephosphoryliertcn Plasmidvektor 
pBluescriptll SK+ (Fa.Stratagene) und in den ebenso behandelten Phagenvektor M13mpl8 
eingebaut Die voUstSndige Nukleotidsequenz des Inserts wurde nach der Methode nach 
Sanger (Sanger et al., 1977) bestimmt. Sie ist in Abbildung 13 dargesteUt und entspricht 
dem Sequenzbereich von bp 1 bis 1278 in Abbildung 14. Der Vergleich der genomischen 
Sequenz des gesamten vorliegenden Promotor und Strukturgen-Berciches mit der cDNA- 
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Sequenz zeigte die Lage zweier Intions (Abbildung 14). Das erste liegt im S'-nicht 
transladerten Bereich von Pos. 550 bis 664 (115 bp), das rwrite wescntlich IMngere Intron 
liegt im eigenUichen Strukiurgen und wuide bei Pos. 802 bis 1218 lokalisiert (417 bp). 
Aus der Translation der cDNA-Sequenz ergab sich eine 338 Aminosaurcn lange 
Primarsequenz der GAPDH aus Tolypocladium meum mit dner abgeleiteien lelariven 
Molmasse von 36121. 

BeisDiel 15: R^«immnng v o n Teilseauenzen des Alanin Racemase Gens 

Die zusammengefugte Nukleotidsequenz des ca. 1,1 kb groBe P^rl-Insert in pRPl, des ca. 1,9 
kb grosse EcoRI-Sall-Fragment aus pRP6, des ca. 650 bp giossen PwI-HindHI-Fragment aus 
pRP9. sowie noch zusStzlich 511 bp anschUessend an die Hindffl-Stelle ist in Abbildung 5 
dargestellt und umfaBt 3973 Nukleotide. 

Die Sequenrierung erfolgte nach der modifizierten Didesoxynukleotid-Methode unter Ver- 
wendung von Sequenase (Fa. United States Biochemical) nach den Angaben des HersteUers. 



BeisDiel 16: Vergleich der ahgeleiteten Aminosaureseauenzen . 

Ttanslatiert man die Nukleotidsequenz aus Beispiel 15, so findet man von Pos. 2557 bis Pos. 
2610 der Abbildung. 5 den Bereich der AminosauieteUsequenz as 1750 wieder, die ja auch 
zur Ableitung da: Screeningsonde diente: 

2610 

2557 I 

icT TGG GCT GRC GAG CAG GAG ATC GCC ATT CAC ATC GAC GGT GCG CGG ATA TGG 
ALA TRP ALA ASP GLU GLN GLU ILE ALA ILE HIS ILE ASP GLY ALA ARG ILE TRP 
= as 1750 

AuBeidem finden sich folgende weitere Teilsequenzen: 



2992 3021 

I I 
TCC ACA CTG GAC ACG GCT GCT CAG CAC CGT 

SER THR LEU ASP THR ALA ALA GLN HIS ARG 
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«= as 1751 

1983 2018 

1 • 
GCA CGT CAT TGG GGA GAT CCC ACT CTC ACT GGC TCA 

ALA GLY HIS TRP GLY ASP PRO THR LEU THR GLY SER 

= as 1753 

2242 

GAA GCA GCT CTG TTT GTT GTG TCC GGG ACC ATG GCC AAC GAG ATT GCC TTA GGA 
GLU ALA ALA LEU PHE VAL VAL SER GLY THR MET ALA ASN GLN ILE ALA LEU GLY 

2301 

I 

GCG CTG 
ALA LEU 
= as 1758 

Die Lage der aufgefundenen Aminosaureteilsequenzen in dem bestimmten Sequenzbereich ist 
in Abbildung 6 dargestellt. Es ergibt sich daraus eine Lage des Gens in Sail -> HindlH 
Richning. 

Beispiel 17: Isolierung von RNA alis dem Mvcel von TolvDoc ladium nivewn und 

Northemhvbridisiening 

Ein 11-Erlenmeyerkolben mit 100 nal Medium 4 (Dreyfuss et al., 1976), wurde mit einer 
Sporcnsuspension von Tofypocladium mvewn ATCC34921 beimpft (ca.l x 10^ Sporen/ml) 
und 96 h bei 250 Upm und 25*^0 geschuttelt Ein 11-Erlenmeyeikolben mit 100 ml Medium 
5 (Dreyfuss et al. , 1976 ) wuide mit 10 ml der Vorkultur beimpft und 7 Tage bei TS^'C und 
250 Upm geschatielL Die Konzentration von Cyclosporin A wurde bestimmt (Dreyfuss et al., 
1976). Eneicht wurden ca. 100 pg/ml. Aus ca. 6 g Mycelfeuchtmasse wurde RNA isoliert; 
dazu wurde das Mycel abzentrifugiert, mit 40 ml TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 7.5) 
gewaschen und unter fliissigem Srickstoff in einer Reibschale zu einem feinem Pulver zer- 
rieben. Die RNA-Isolierung erfolgte nach der leicht modifizierten Methode von C3iomczynski 
und Sacchi (1987). Dazu wurden je 1 g Feuchtmycel mit 20 ml RNAzol (Fa. Biomedica) 
nach den Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Erhalten wurden ca, 0.7 mg RNA je 1 g 
Feuchmiycel, die ethanolgefSllt bei -20*'C aufbewahrt wurden. 10 pg der RNA wurden auf 
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einem 1 %igen Agaiose-Gel, das 0.6 M Formaldehyd enthiclt, nach der bei Sambrook et al. 
(1989) beschriebenen Methode aufgetrennt Die Proben wurden 2 nrin auf 95 »C erhim und 
bei konstanten 70 V 2.5 h aufgetrennt. Das <3el wurde dreimal 20 min in 2 x SSC gcschut- 
telt, auf Duralon UV Membranen (Fa. Siraugene) nrittels Vakuum geblottet und durch UV- 
Behandlung fixiert 

Als Hybridisierungssonde wurde das 1078 bp groBe Pstl Restriktionsfragment aus dem Plas- 
mid pRPl (siehe Beispiel 11) verwendet, als Hybridisierungssonde fiir das GAPDH-Gen 
diente das 665 bp grosse Hindm-HindD Restriktionsfragment aus dem Plasmid pGTl 
(Beispiel 12). 

Dazu wuiden ca. 10 pg DNA von den Plasmiden mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen (Fa.Boehringer Mannheim) nach den Angaben der HersteUer geschnitten 
und das entsprechende Restriktionsfragment aus einem 0.8 % Agarosegel mittcls Adsorption 
an Glas-"Beads" (Geneclean H, Fa. BiolOl) isoUert Nach Markierung mit alpha-^^P-dATP 
fiber Random-Primer Polymerisation (Fa. Stratagene) wurde das Fragment zur Hybridisierung 
eingesetzt. 

Die Vorhybridisierung wurde 20 h, die Hybridisierung 18 h bei 42 »C in 6 x SSC. 50 % 
Formamid, 5 x Denhaidt's (Maniatis et al., 1982), 0.1 % SDS, 0.25 mgAnl denanirierte 
Heringssperma-DNA. 25 mM NaH2p04 pH 6.5 in einem Volumen yon 10 ml pro 100 cm* 
Membran durchgefuhrt Der Blot wurde zweimal 10 min mit 2 x SSC / 0.1 % SDS bei 25 »C 
und zweimal 30 min mit 0.5 x SSC / 0.1 % SDS bd 60 »C gewaschen. Nach Autoradio- 
graphie mit Kodak Verstarkerfolie auf RSntgenfibn (Xomatic AR. Fa. Kodak) fiir ca. 48 - 96 
h bei -70 "C wurde sowohl im Fall des Alanin Racemase Gens, als auch des GAPDH-Gens 
eine Bande auf dem Ron^enfihn sichtbar. 

Beispiel 18: Prntoolastierung von Tol ypnnladium niveum 

200 ml Medium 1 (Maltose (Monohydrat) 50 g/1, Caseinpepton, tryptisch verdaut (Fluka 
70169) 10 g/1. KHjP04 5 gA, KCl 2.5 gA pH 5.6) in einem Erienmeyericolben wurden mit 10» 
Sporen von Tolypocladium mveum ATCC34921 beimpft und bei 27 °C, 250 Upm fur ca. 70 
h inkubiert. Es wuitien 200 jil (0.1 %) B-Meicaptoethanol zugesetzt und weitere 16 h 
inkubiert. Das Mycel wurde durch Zentrifugation geemtet (Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor 
JA14, 8000 Upm, 20 °C, 5 rain), in 40 ml TPS (NaQ 0.6 M. KH^PO* / Na2HP04 66 mM pH 
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6.2) gewaschen und das Pelletvolumen durch Zentrifugarion in kalibrieiten Rfihrchen bei 
2000 g (in Beckman Zentrifuge GPR, Rotor GH3.7, 3000 Upm, 5 min) abgemessen. Das 
Mycel wurde in TPS suspendiert (je 1 ml Pelletvolumen wurden 3 ml TPS verwendet) und 
das gleiche Volumen Protoplastierungslosung zugesetzt (Novozym 234 10 mg/ml (Fa. Novo 
Industri, Charge PPM-2415), CytoheUcase 5 mg/ml (Fa. IBF), Zymolyase 20T 1 mg/ml (Fa. 
Seikagaku Kogyo, C.No.l20491) in TPS). Es wurde bei 27 "C und 80 Upm fiir ca. 60 min 
inkubiert Die Protoplasten wuiden durch MUchfilter filtriert, abzentrifugiert (700 g, 10 min) 
und in insgesamt 4 ml TPS aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf 4 ml 35% 
Sacchaiose-Lbsung aufgetragen und bei 600 g, 20 °C fUr 20 min zentrifugiert Die Protopla- 
sten-Banden an der Phasengrenzflache wurden abgezogen, mit TPS auf je 10 ml verdiinnt, 
abzentrifugiMt, in je 200 pi TPS vorsichtig resuspendiert und die Suspensionen vereinigL Pro 
1 ml Pelletvolumen Ausgangsmycel (siehe oben) wurden ca. 2 x 10* Protoplasten «halten. 

BeisDiel 19: Transformation von Tohmocladium niveum 

Die Protoplastensuspension aus Beispiel 18 wurde abzentrifugiert (700 g, 10 min) und in 1 
M Sorbit. 50 mM CaQj in dncr Dichte von Ixltf suspendiert Jewells 90 pi dieser 
Suspension wuiden mit 10 pi der zu transformierenden Vektor-DNA versetzt (1 - 10 pg, 
gelost in Tris-HQ 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) und 25 pi PEG 6000-Lsg zugegeben (25 
% PEG 6000, 50 mM CaClj, 10 mM Tris-HO, pH 7.5, ftisch hergestellt aus den Stamm- 
losungen: 60 % PEG 6000 (Fa.BDH), 250 mM Tris-HQ pH 7.5, 250 mM CaClj). Der Trans- 
fonnationsansatz wurde 20 min auf Eis gestellt und anschliefiend wurden watwe 500 pi der 
gemischten PEG 6000-L6sung zugegeben und vorsichtig durchmischt. Nach 5 min bei Raum- 
temperatur wmxic 1 ml 0.9 M NaQ, 50 mM CaQj zugesetzt, der ganze Ansatz zu 7 ml 
aufgeschmolzenem und auf 45 "C tenq)eriertem Wdchagar des entsprechenden Selek- 
tionsmediums gegeben und auf entsprechende, vorgewannte Platten ausgegossen. 
Im Falle, daB die zu transformierenden Vektor-DNA das amdS-Gea aus Aspergillus nidulans 
enthalt, z.B. Plasmid p3SR2 (Hynes et al., 1983), wurde der ganze Ansatz zu 7 ml aufge- 
schmolzenem und auf 45 °C temperiertem Weichagar TMMAAC+N gegeben und auf vorge- 
waimte TMMAAC+N Platten ausgegossen. Medium TMMAAC+N enthalt Glukose 6 gA, 
KHjP04 3 g/1, KCl 0.5 g/1, MgS04 * 7 H^O 0.4 g/1, CaClj * 2 HjO 0.2 g/l, Aciylamid 8 mM, 
CsCl 2.1 g/1, Spuienelement-Losung 1 ml/l, 0.6 M NaCl; fiir Platten wurden 15 g/1 fur Wei- 
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Chagar 7 g/1 Agar-Agar (Merck) zugesetzt Die Spurenelement-LGsung enthalt 1 mg/ml FeSO^ 
* 7 H,0, 9 mg/ml ZnSO. * 7 H,0, 0.4 mg/ml CuSO. * 5 H,0, 0.1 mg/ml MnSO, * HA 0-1 
mg/ml H3BO, und 0.1 mg/ml Na,MoO, * H,0. Transformanten waren in der Lage, 
Aciylamid als Stickstoffquelle im Medium zu nutzen und konnten daher nach etwa drei 
Wochen bei 25 "C als Kolonien gegeniiber schwachem Hintergrundwachstum identifiziert 
werden. 

Fiir die Transformation mit demHygromycin-Resistenzgen wurde der Ansau in 7 ml TM88- 
NaCl-Weichagar (20 gA Malt extiact.4 gA Yeast extract, 10 gA Bacto Agar, 0.6 M NaCl, pH 
5.7) (45»C) gegeben und auf TMSS-NaQ-Platten (ca. 20 ml TMSS-NaQ-Agar: 20 gA Malt 
extract,4 gA Yeast extract, 30 gA Bacto Agar, 0.6 M Naa pH 5.7) ausgegossen. Nach 15 ■ 
20 h bei 25'>C wurde mit 7 ml TMSS-NaQ-Weichagar mit 500 pgAnl Hygiomycin (Boehrin- 
ger Mamiheim) (45»C) iiberschichtet. Hygromycimesistente Transformanten lieBen sich nach 
7 Tagen bei 25 "C als Kolonien auf den Flatten nachweisen. 

Reimiel 20: Knnsmiktion Ve-ktors pGT24 

Basierend auf der bestimmten Nukleotidsequenz des GAPDH-Gens (siehe Beispiel 14) 
wurden folgende Oligonukleotide abgeleittt und syntheuaert: 

P3 5' CGACCTCGAGAACATTCGTTGTGCACCGT 3' 

P4 5' GGGGATCCATGGTGTACGCTGCGGAGTTAGCGG 3' 

P3 entspricht von seiner Pos. 5 - 29 dem Beieich von Pos. 1 - 25 der Nukleotidsequenz der 
Abbildung 14 des GAPDH-Gens, enthSlt also die natiiriiche Xtol-SchnittsteUe (CTCGAG); 
P4 entspricht dem Bereich von Pos. 670 bis 650 (komplementSr zur. Sequenz des GAPDH- 
Gens) die ersten 12 Nukleotide von P4 enthalten die Eikennungsstellen fur die 
Restriktionsenzyme Ncol (CCATGG) und BomHI (GG ATCC). Mit HUfe dieser Primer wuide 
aus der genomischen DNA von Tolypocladium niveum der zwischen den Primem liegende 
Bereich amplifmert (35 Zyklen: 2 min 95 ^C. 1 min 20 sek 56 'C, 1 min 20 sek 72 »C). Das 
gebildete DNA-Fragment von ca. 680 bp Gr8Be wurde nach Chloioformextraktion und 
EthanolfiUung mit den Restrikdonsendonukleasen BflmHI und Xhol geschnitten (nach 
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Angaben des Herstellers, Fa. Boehringer Mannheim) und nach Standardmethoden in die 
ebenso praparierte Plasmid-Vektor-DNA pBluescriptE SK+ (Fa. Stratagene) eingebaut Das 
resultierende Plasmid wurde pGT12 genannt und ist in Abbildung 16 dargestellt. 
Analog wurden die folgende Oligonukleotide wurden aus der Nukleoridsequenz des GAPDH- 
Gens abgeleitet und synthetisiert: 

P8: 5* GGGGCGGCCGCCATGGAGAATAGACACG 3' 
P9: 5' CCCCGCXiGGCTCrrCl 1 1 1 ICTGTTG 3* 

Der Primer P8 entspricht in seinen Pos. 10 bis 28 den Pos. 2301 bis 2319 in der Abbildung 
14, in den Pos. 4 bis 11 ist eine Erkennungsstelle fiir das Restxikrionsenzym Notl 
(GCGGCCGC) enthalten. Der Primer P9 entspricht in seinen Pos. 9 bis 28 dem 
komplememtaren Strang der Pos. 2855 bis 2838 in der Abbildung 14, die Pos. 3 bis 8 stellen 
die Erkennungsstelle fiir das Enzym Kspl (CCGCGG) dar. Die Primer schlicflen den Beieich 
des yermutlichen Tcrminationsbereiches des GAPDH-Gens ein. Mit ihrer Hilfe wuide, gleich 
wie oben beschrieben, das entsprechende DNA-Fragment aus der genomischen DNA von 
Tolypocladium niveum amplifizierL Das entsprechende DNA-Fragment wuide aus der 
genomischen DNA von Tolypocladium niveum amplifiziert. Nach Restrikdon dieser 
amplifizierten DNA mit den Enzymen Notl und Kspl (nach Angaben des Herstellers, Fa. 
Boehringer Mannheini) wuide das Fragment in den ebenso prSparierten Vektor pGT12 nach 
Standardmethoden eingebaut. Das resultierende Vekior-Plasmid wuide pGT14 genannt und 
ist in Abbildung 17 dargestellt. 

DNA des Plasmides pMAT5 (Mohr, 1988) wurde mit dem Enzym BaniHI (nach Angaben des 
Herstellers, Fa. Boehringer Mannheim) vollstandig geschnitten und das ca. 1.1 kb groBe DNA 
Fragment nach Elektrophorese aus dem Agarosegel prapariert. Das Plasmid pGT14 wurde 
ebenfalls mit BamHl geschnitten und mittels alkalischer Phosphatase aus Kabeidarm be- 
handelt (nach Angaben des Herstellers, Fa. Boehringer Mannheim). Das ca. 1.1 kb groBe 
fiflmHI-Fragment aus pMAT5 wurde nach Standardmethoden einligiert, in Exoli XLl-Blue 
(Fa.Stratagene) eintransformien und die Plasmid-DNA einiger resultierender Klone isoliert. 
Das resultierende Vektor-Plasmid wurde pGT24 genannt. pGT24 enthalt das 
Hygromycinresistenzgen in der richtigen Orientierung zum GAPDH-Promotor und ist in 
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Abbildung 8 dargesteUt. 

Beimiel 21: 7>^tHn,ng des Al ?nin Raceimse Gens in Tohpocladium rdveum 

Das ca. 835 bp gioBe EcoRI-ftrl-Fragment aiis pRPl wunie analog zu der in Beispiel 11 
dargestellten Voigangsweise in den Plasmidvektor pUCBM20 (Fa. Boehringer Mannheim) 
eingebaut, das konstruierte Plasnrid wurde pRP12 genannt und ist in Abbildung 7 dargestellL 
Als Transformarionsvektor wurde das Hasmid pGT24 eingesetzt. welches das 
Hygromycinresistenzgen unter der KontroUe des Tolypocladium niveum GAPDH-Gens 
enthait Gemeinsam mit dieser DNA wurden aach Squiinolare Mengen pRP12-DNA im glei- 
chen Transformationsansatz mit eingesetzt. Diese Cotransformationen wurden nach der in 
Beispiel 19 beschriebencn Methode durchgeffihrt, als Ausgangsstamm wurde Tolypocladium 
niveum ATCC 34921 eingesetzt 

Genomische DNA aus hygiomycimesistenten Transfonnanten wurde nach einer 
Schnellmethode isoliert Dazu wurde etwa von 1 cm^ FlSche der entsprechenden Kolonie das 
Mycel abgenommen und in Eppendorf-Homogenisatoren uberfuhrt. Es wurden 1 ml 
Lysepuffer (50 mM EDTA, 0.2 % SDS) und 100 mg Aluniiraumoxid (Typ A%, Fa. Sigma) 
zugegeben und ca. 5 min gut homogbnisiert. Nach einer Zentrifugation (5 min, 11000 Upm) 
wurde der tJberstand je einmal mit Tris-gesatdgtem Phenol, PhenoVChloraform (1:1) und 
ChlorofomiAsoamylalkohol(24:l)extrahiert und dieDNAmitlsopropanol nach Standaidvor- 

schrift gefallt (Sambrook et al., 1989). 

Die DNA wurde voUstSndig mit dem Restriktionsenzym Sflfl restringiert, durch 
Gelelektrophorese aufgetrennt und in Southem-Hybridisierungen untersucht Das 0.8 % 
Agarosegel wurde mittels Vakuum-Blotting (Vacublot, Fa. Pharmacia) auf eine Nylon- 
Membran (Duralon-UV, Fa. Sttatagene) Ubemagen und durch UV fixiert. 
Die Vorhybridisierung wuide ca. 8 - 16 h bd 42 »C in 6 x SSC 50 % Fomiamid. 5 x 
Denhardt's (Maniatis et al., 1982), 0.1 % SDS. 0.25 mg/nd denatutierte Heringssperma-DNA, 
25 mM NaHjPO, pH 6.5 in einero Volumen von 10 ml pro 100 cm* Membran durchgeflihrt 
Nach Zugabe der markierten Sonde wurde weitere 16 - 20 h bei 42 "C inkubiert. Der Blot 
wurde zweimal 10 min mit 2 x SSC / 0.1 % SDS bei 25 »C und zwdmal 30 min mit 0.5 x 
SSC / 0.1 % SDS bei 60 °C gewaschen. Nach Autoradiographie mit Kodak VerstSrkerfoUe 
auf Rbntgenfilm (Xomatic AR. Fa. Kodak) fur ca. 48 - 96 h bei -70 "C wurfen Banden auf 
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dem Rontgenfilm sichtbar. 

Die meisten der untersuchten DNAs zeigten das Signal des nativen ca. 2.9 kb grofien Sflfl- 
Fragmentes, welches das ca. 835 bp EcoRI-PwI-Fragment enthalt (Abbildung 1). Etwa 60 - 
70 % der DNAs zeigten dariiberhinaus auch noch zusStzUche Banden, die auf nicht homologe 
Integrationen des Plasmids pRP12 zuriickzufuhren sind. Neben diesen Typen von 
Transfonnanten-DNAs gab es jedoch auch vereinzelt DNAs, welche das Signal des nariven 
Safl-Fragmentes nicht mehr aufwiesen. In solchen Stammen ist das Alanin Racemase Gen 
durch Integration des Plasmids pRP12 zerstOrt worden. 

Auf diese Weise verifizierte StSninie wurden in Testfennentationen im SchUttelkolben auf 
Cyclosporin A Bildung untersucht, wie von Dreyfuss et al. (1976) beschrieben. Wahrend in 
den parallel duichgefiihrten Versuchen mit dem nicht transformierten und intakten 
Ausgangsstamm Tofypocladium niveum ATCC 34921 noch Cyclosporin A gebildet wurde, 
konnte in Versuchen mit jenen Stammen, in denen das Alanin Racemase Gen zerstort wurde, 
praktisch kein Cyclosporin A mehr nachgewiesen werden (<5 mg/1). 

Beispiel 22: Cotransformarion mit I.amhda RAC4 

Analog zu Beispiel 21 wuide der Transformarionsvektor pGT24 verwendet Gemeinsam mit 
dieser DNA wuiden auch Squimolare Mengen Lambda RAC4 (Beispiel 10) im jeweils glei- 
chen "Itansfbrmationsansatz mit eingesetzL Als Ausgangsstamm f iir diese Cotransfonnationen 
wurde Totypocladium niveum ATCC 34921 eingesetzt. 

Genomische DNA aus hygromycimesistenten Transforaianten wurde isoliert, und durch 
Southemhybtidisierungen untersucht, wie in Beispiel 21 beschrieben. Als Sonde fiir die 
Hybridisierungen wurden Restriktionsfragmente des Genbankvektors Lambda DASH U durch 
"Random Primer" Markierung (Fa. Stratagene) mit alpha "P dATP radioaktiv markiert. 
Einzelne der untersuchten DNAs zeigten Hybridisierungssignale, die auf Integration von 
Lambda RAC4 zuruckzufiihren sind. Auf diese Weise verifizierte Transformantcnsffimme 
wurden in einer Testfermentation im SchUttelkolben auf Cyctosporin A BUdung untrarsucht, 
wie von Dreyfuss et al. (1976) beschrieben wurde. WShrend in dem paraUel durchgefiihrten 
Venuch mit dem nicht transformierten Ausgangsstamm Tolypocladium niveum ATCC 34921 
ca. 90 - 100 pg/ml Cyclosporin A gebildet wurde, konnte im Versuch mit jenem Stamm, in 
dem zusatzliche Kopien des Alanin Racemase Gens durch Integration von Lambda RAC4 
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vorhanden sind, ca. 150 pg/nil Cyclosporin A nachgewiesen weiden. 



Bri^iel 23: »^T.r.ilnna vnn g- r -^'^" rv.ln.mrin A rtiiTch Stamme mit 
,,r.tKrtPni fien fiir dj " Alanin Racemase 

Transfonnantenstannne, in denen das Alanin Racemase Gen nach dem in Beispiel 21 

beschriebenen Verfahren dutch Integration des Plasmids pRP12 zeistort worden war, sowie 

derAmgangsstammro/y/«>ctorf««m«v.«mATCC 34921.^^ 

tionen untersucht, bei denen im Medium D-Serin angeboten wuide. 

Dazu wurden 100 ml Voikulturmedium 05 gA Glukose. 10 gA Pcpton, 250 mgA KH^,. 

1 5 sn KCl. pH 7.4) in 500 ml Erlenmeyerkolben mit ca. lO' Sporen des entspiechenden zu 
untersuchenden Stammes beimpft und fur 4 bis 7 Tage bei 27 -C und 200 Uptn inkubiert 
Davon ausgehend wutden 20 ml Hauptkultunnedium (40 gA Glukose. 40 gA Fmktose, 10 gA 
Pepton. 5 gA KH,PO,. 2 gA KQ, 5 gA DL-2-Aminobuttersaure. 4 gA D-Serin, pH 5.5) mit 

2 ml Voricultur inokuliert und unter gleichen Bedingungen weiteie 7 - 20 Tage fermentiert 
Das gebUdete Cyclosporin A (CyA) und S-D-Serin-Cyclosporin A.(DSA) wurde bestimmt. 
Es zeigte sich. daB der Ausgangsstamm Tolypocladium niveum ATCC 34921 unter diesen 
Bedingungen ca. 50 mgA CyA und weniger als 5 mgA DSA bildet Bin untersuchter "gene- 
disruption" Stamm aus Beispiel 21 biUete hingcgen <5 mgA CyA und ca. 60 mgA DSA. 

Beispiel 24: Transformario P v»n Tnhmodf"««m niveum mit pGT24 

DNA des Plasmids pGT24 wuide zur Transformation hcrangezogen, wie in Beispiel 19 
beschrieben wurde. Als Ergebnis wuiden zahheiche, Hygiomycin-resistente Tolypocladium 
nivcwm-Kolonien erhalten. Dies bestatigte, daB das in den Expressionsvcktor pGT14 ein- 
gebaute Gen (Hygromycin-Resistenzgen aus E.coU") effizient exprimiert wurde. 
Dutch Isolierung der DNA solcher Transfomianten. Restriktion der DNA. z.B. mit BflmHI. 
Elektrophorese und Blotten auf Nylonmembranen (nach Standardtechniken, Sambrook et al.. 
1989) konnte mittels Hybridisierung mit dem ca. 1.1 kb groBen BomHI-Fragment bestatigt 
weiden, daB das Plasmid pGT24 ein- oder mehrmals im Genom vorUegt 
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Auf Gnind der, in Abbildung 13 wiedergegebenen DNA-Sequenz wuide ein OligonuWeotid 
synthetisiert, das folgende Sequenz aufwdst: 

5'GG ATC GAT TTT GTA CGC TGC GGA GTT AGC 3* 

Die Positionen 9 bis 29 dieses Oligonukleotides sind komplemenfir zu der in Abbildung 13 
gezeigten Sequenz (Pos. 652 bis 672); es umfaUt also den Bereich unnrittelbar vor dem 
Startcodon. Die ersten acht Positionen entsprechen einer C/fll-Erkennungsregion (ATCGAT). 
Ein zweites Oligonukleotid hat die Sequenz: 

5' GG ACT AGT ACC TTG TTG GAG TGG TGA GAT 3' 

Dies entspricht den Positionen 62 bis 82 der Nukleotidsequenz in Abbildung 13. Die ersten 
acht Nukleotide enthalten eine Spel-Eikennungsregion. 20 ng DNA aus Tolypocladium 
niveum wunle mit den oben beschriebenen Oligonukleotiden amplifiziert (Sambrook et al., 
1989): 30 Zyklen: 1 min 30 sek 94*C; 2 min 30 sek 55°C; 6 min 72»C. Es entstand eine 
DNA von ca. 620 bp. Diese DNA wurde nach Chlonrfiann-Extiaktion durch Ultrafiltration 
(Ultrafree MC 100 000; MilUpore) gereinigt und im entsprechenden Puffer mit den Enzymen 
Spel und Clal gespalten. 50 ng dieser DNA wurden mit 50 ng Spel und C/al-gespaltener 
DNA des Plasmides pCSN44 (Staben et aL, 1989) ligierL Eine Restiikrionskaite dieses 
Plasmides (pGT30) ist in Abbildung 18 wiedergegeben. 

BeisDiel 26: TTanrformatinn von ToNp ncladium nivpum mit dGT30 

Das Plasmid pGT30 kann zur Transformation von Tolypocladium niveum verwendet werdcn, 
wie im Beispiel 19 beschrieben isL DNA aus solchen Transformanten wurde mit SawHI 
gespalten und nach Gelelektrophorese auf eine Nylon-Membran geblottet. Als radioaktive 
Sonde wurde das 0,6 kb 5pc/-C/a/-Ftagment aus pGT30 verwendet. Dadurch lassen sich 
solche Transformanten identifizieren, bei denen das Plasmid pGT30 ein- oder mehnnals im 
Genom integrien vorliegt. 
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BeisDiel 27: Se.niienzierung vr>n cDNA and T ^kalisienine ries Stniktqrffn!? 

Wie aus dem Vcrgleich der Aminosameteilsequenzen zu crkennen ist (siehe Bdspiel 16), 
wechselt der Leserahmen zwischen den fiir asl758 codierenden Sequenzen. was auf ein 
Intion schliessen lasstis wurde daher RNA isolien und durch Northemhybridisierung auf 
Anwesenheit des Alanin Racemase Transkriptes flberpraft (siehe Beispiel 17). Unter 
Verwendung cines Adapterprimers (S'-GGCCACGCGTCGACTCT).,) (Fa. GIBCO BRL) 
wuide die Erststrangsynthese durchgefuhrt und anscMiessend mit den Primem S 11 (5'- 
AITGGGGAGATCCCACTCTC, Pos. 1990 - 2009. (Abbildung 20)) und PRP8/6 (5'- 
ACCGCAAAGGACTTTCACTTGCCT, Pos. 3145 - 3122, (Abbildung 20)) der entsprechende 
Bereich ampUfiziert. die DNA Fragmente gereinigt. in den Plasmidvektor pGEM-T (Fa. 
PROMEGA) einkloniert und die DNA verifizierter Klone ebenfalls sequenziert. Auf diese 
Weise wuide die komplette Sequenz zwischen asl753 und asl751 aus cDNA fertiggestellt. 
Ein Vergleich gegen die genomische Sequenz zcigte, dass dort bei Pos. 2035 - 2110 ein 
Innon von 76 bp vorhanden ist 

Isolierte RNA (siehe Beispiel 17) wuide zur Durchfiihrung von 5'-RACE Expeiimenten unter 
Verwendung dnes Kits (Fa. GIBCO BRL) herangezogen. Als "Ankerprimer" wuide das 
Oligonukleodd S'-CUACUACUAdUAGGCCACGCGTCGACTAQTACGGGIIGGGnGG- 
GIIG verwendet Als genspezifische Primer wuiden S7(5'-CTCGTCAGCCCAAGCCTr, Pos. 
2571 - 2554 (Abbildung 20)) und SIO (S'-ACAACAAACAGAGCTGCITC, Pos. 2261 - 
2243 (Abbildung 20)) eingesetzL Die eihaltenen Fiagmente wurden in den Plasmidvektor 
pGEM-T (Fa. PROMEGA) einkloniert und sequenziert. Es wuiden insgesamt 32 unabhfingige 
Klone charakterisiert Wie das Ergebnis in Abbildung 21 zeigt. wurden 3 veischiedene Starts 
gefunden. Wenn man die gesamte Anzahl von 32 Einzelklonen zu einer statistischen , 
Auswertung heianziehen will so beginnen 75% bei Pos.-8. 16% bei Pos-14 und 9% bei Pos. 
26. Die Positionen beziehen sich auf das postulierte ATG Tianslationsstarteodon (siehe 
unten). 

Analog dazu wunle auch das Ende des Transkriptes durch 3'-RACE Experimente (Fa. 
GIBCO BRL) untersucht. Als genspezifischer Primer wurden PRP8/2( (5'- 
AGGCAAGTCAAAGTCdTTGCGGT, Pos. 3122 - 3145 (Abbildung 21)) und S13 (5'- 
CTCAGCACCGTGACATACGC, Pos. 3011 - 3030 (Abbildung 21)) verwendet Es wurden 
insgesamt 12 Klone sequenziert, deren 3'-Enden in Abbildung 23 gezeigt sind. Alle 
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sequenzicrten Messenger tragen eine polyA-Tail. Dessen Unge liegt zwischen 16 und 43 
Nucleotiden. 

In Abbildung 20 ist die Sequenz des Alanin Racemase Gen Bereiches dargesteUt Das erste 
Mediionin Codon des ORF liegt bei Pos. 1953. Es ist dies aber auch zugleich das einzige 
Met-Codon, das auf dem sequenzieiten Transkript in Frage kommt, da bereits 9 Codons 
spater die Teilsequenz als 1753 gefunden wuide. Nach dem Splicing des Introns ergibt sich 
ein durchgehender offener Leserahmen, der bei Pos. 3178 endet Er umfasst 383 Codons 
(Aminosauresequenz siehe Abbildung 20). Das Molekulargewicht des abgeleiteten Proteins 
errechnet sich zu 41002 Da. 

Die Analyse der Sequenzregion oberhalb des Strukturgens nach Promotorelementen ergab 
zwei MSglichkeiten. Entweder eine seta ausgepragte TATA Region bei ca. -146. deren 
Abstand von den experimenteU gefundenen Transskriprionsstartpunkten etwas gross, aber 
durchaus noch im ublichen Rahmen ist Die CAAT-Box bei ca. -200 wiirde von der 
Entfemung her auch sehr gut passen. Bei der TATA-Box bei ca. -60 niit dazupassender 
CAAT-Box bei -121 stinimen auch die Distanzen zu den Transskriptionsstartpunkten (-8, -14, 
-26) sehr gut mit den Erwartungen iibeiein. 
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Verwendete Abkurzungen: 



pCi Mikrocurie 

pg Mikrograimn 

pi Mikroliter 

pm Mikrometer 

pM Mikromolar 

amdS Acetamidasegen 

ACV Aminoadipyl-Cysteinyl-Valin 

ATCC American Type Culture CoUection 

ATP Adenosintriphosphat 

as Aminosaurcn, Aininosauresequenz 

bp Basenpaare 

cDNA komplementare DesoxyribonukleinsSure 

DAO D-Aminosfiure Oxidase 

DNA Desoxyribonukleinsaure 

DTE Dithioerythrit 

DTT Dithiothreitol 

E. coli Escherichia coli 

EDTA Aethylendiamintetraessigsaurc 

FIGE Feldinversionsgelelektrophorese 

FPLC Fast Performance Liquid Chromatography 

g Gramm 

(g/v)% Gewicht/Volumen in % 

gv% GewichVVolumen in % 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydiogenase 

GBfl Giga-Bequeiel 

gpdA Gen fiir die GAPDH 

h Stunden 

HEPES N-2-Hydroxyethyl-pipera2ine-N-2-propansulfonsaurc 

HP-RPC High Pressure - Reversed Phase Oiromatography 

kb Kilobase; 1000 Nukleotidc 

kDa Kilodalton 

1 Liter 

LDH Lactat-Dehydrogenase 

MBq Mega-Bequerel 

xng Milligramm 

tnin Minuten 

ml Milliliter' 



wo 94/25606 



PCT/EP94/0U72 



49 



TC\M 


MiUimolar 




3-MorDhoIinoDTODansulfonsaure 


M 


relative Molinasse 


mRNA 


Boten-Ribonukleinsaure 


mlJ 


milli-units 




Nicotinamid-adenin-dinukleotid, reduziert 


ng 


A n #\o va 11^ 


nm 






Pol veth vlen slvkol 


pru 


nl aniipKi IHpnHi* IPinhcitfill 

pidUUCUllUCIiUC x^itiiiwAU^u 


pH 


_TJ TT7— — * 

pri-wert 


Pos 


rOSmOn 


RNA 


KlOOnUKicinSauIC 


SDS 


IX atnuinuOaecy xsuiiai 




Q'nc Prklv9r>rv1simiH rw^lelektronhorese 


sek 


Q A Ir 1 1 n /4 f*Ti 

ocivunucu 




1 ^0 mM NaCl 15 mM Natriumzitrat, pH 7,0 




' i»n mM NaCl 10 mM NatriumDhosDhat* 1 mM EDTA, pH 7,7 


in 


10 mM Tris-Cl dH 7 5 1 mM EDTA 


TM 


mittierer ociuiieizDcreicji 


Tricin 


N-tris(hydioxymethyl)methylglycine 


Tris 


Tris(hydroxyniethyl)aminomethane 


, Upm 


Umdrehungen pro Minute 


V 


Volumen 


(v/v)% 


Volumen Prozent 




Grad Celsius 



AuBenlem wurden die fiir Restriktionsendonukleasen ublichen Abkiirzungen verwendet 
(5aM3A, Hinm, £coRI, HindSSi, Clal,..; Maniatis et al., 1982). Fiir DNA-Sequenzen wurden 
die Nukleotid-Abkurzungen A, T, C G und fiir Polypeptide die Aminosaure-Abkiirzungen 
(Arg, Asn, Asp, Cys,..; b.z.w. R. N, D, C, ...) benutzt (Sambrook et al., 1989). 
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Anspruche: 

I. isoUerteoderrekombinanteNukleotid-SequenzdkfUreineu^^ 
ein Fragment davon kodiert, das Manin-Racemase Aktivitat besitzt 

2 Isolierte oder rekombinante Nukleotid-Sequenz gemSss Anspruch 1. die fiir >Uamn 
' ^ one T.1 vnnH.dn.m niveum ATCC 34921 kodiert dder fOr ein Enzym kodiert. 

das Alanin Racemase Aktivitat besitzt und zu nrindestens 70% hierzu homolog ist 

3 Isolierte oder rekombinante Nukleotid-Sequenz gemSss Anspruch 1 oder Anspruch 2. die 
eine Restriktionskarte besitzt, wie in AbbUdung 6 dargesteUt wmL 

4 Isolierte oder rekombinante Nukleotid-Sequenz gemSss Anspruch 3, die ent>^ die 
komplette Nukleotid-Sequenz. wie in AbbUdung 5 dargesteUt. oder em Fragment 
hiervon. das Alanin Racemase AkrivitSt besitzt, umfasst. 

5. Isolierte Nukleotid-Sequenz, die zu einer Nukleotid-Sequenz gemSss Anspruch 4 
hybridisiert. 

6. Nukleotid-Motekul enthaltend eine isolierte Nukleotid Sequenz gemfiss einem der 
AnsprQche 1 bis 5. 

7. Vektor enthaltend eine isolierte Nukleotid Sequenz gemSss einem der Anspriich 1 bis 6. 

8. Vektor gemass Anspruch 7 in Form eines Plasmids. eines Cosmids, eines Pl-Vektors 
Oder eines YAC-Vektors. 

9. Wirtszelle die einen Vektor gemass einem der Anspruche 7 oder 8 tragt 

10 Verfahren zur Herstellung von Alanin Racemase, durch Ziichmng einer Wirtszelle 
' gemass Anspruch 9 und Veranlassung der WirtszeUe, Alanin Racemase zu expnmieien. 

11. Alanin Racemase hergestellt mittels eines Verfahiens gemass Anspruch 10. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Cyclosporin Derivats, das in SteUung 8 eine 
ausgewahlte AminosSme enthfilt. die anders ist. als D-Alanin. duich 
-Entaktivierung jenes Teils der genomischen DNA eines Cyclosporin-produzierenden 
Wines, der fiir Alanin Racemase kodiert 

-Zachtung des Cyclospoiin-produzierenden Wirtes in einer Fermentationsbriihe. die die 
ausgewahlte Aminosaure enthalt und 
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-gegebenenfaUs Veranlassung des Cyclosporin-produzierenden Wines, das Cyclosporin 
Derivat herzastellen. 

13. Verfahrcn zur Herstellung eines Cyclosporin Derivats. das in Stellung 8 eine 
ausgewahlte AminosSure enthSlt, die anders ist, als D-Alanin, dutch 
-Transformierung eines Cyclosporin-produzierenden Wines mit einem Vektnr, der die 
Biosynthese der angewShlten Aminosaure bewirict 

-gegebenenfells Entakriviering jenes Teils der genomischen DNA eines Cyclosporin- 
produaerenden Wines, der fiir Alanin Racemase kodiert 

-Ziichtung des Cyclosporin-pioduzieienden Wines unter Veranlassung, die ausgewShlte 
Aminosaure und das Cyclosporinderivat herzustellen. 

14. Verfahrcn zur Vexiwsserung der HersteUung eines Cyclosporins duich 
-Tnmsfonnierang eines Cyclosporin-produzierenden Wines niit einem Vektor gemfiss 
Anspruch 7 oder 8 und 

-Veranlassung der Wirtszelle, Alanin Racemase zu exprimieren. 

15. Isoliene DNA aus Tolypocladium niveum, die fur das Enzym Glycerinaldehyd-3- 
phosphatdehydrogenase kodiert und gegebenenfalls den Promotorbereich und/oder den 
■Terminadonsbereich des Gens enthait 

16. Isoliene DNA nach Anspruch 15, welche die gesamte oder auch nur Telle folgender 
Sequenz (kodioender Strang) aufweist: 



1 CTCGAGAACATTCGTTGTCCACCGTGCTGGAGCTACCGATGGGGTTGTCGTTAGCGGGAC 
61 AACCTTCTrGGAGTGGTCAGATCACCCGCTGTGGCTTCAACCACTGGGAGCrGCGGGCAG 
121 CGGCGTGCCGCGAGAGGGTTOOACAGCGTCGCACAGGTGCCACCGGCXJTGGTCAAGGAAG 
181 GCCAGGTCGCCCTTCTCCTCCTGGTCCCAAAAATAGTCCAATGCAATATGTGCCTCATCC 
241 GATCCCG(XTroGTGTmAGGTGCrcACGTGCCGTCCATGTrCGTAGCAGGTCTACGGA 
301 GTACrcCAGCAAGTCCAGGTAGGCAAAGGTAATrATGTAACCTAGGTGCTACGTAAGQGA 
361 GTCGCAATATCTATCCGTCGCGCXTOCCCTCCTCGGAGCTGCCACCCACGCCrCCATGCT 
421 AGTrAGGAGGTACCTACATATrATTTTrCCCnGTCCCTCCCCTCCCTCCGTC*-! 1 iciCl 
481 TCCTirrcCTCCTCCCCATACCACCCCCTCACGAGAACCTCATCCTOSCTATCCAGTO^ 
541 AACCrrCCGGTACGTACGCGACGCAGClTrcGCCCTGGA(XKX3CGAGAGCrCCTCTrGCC 
601 CCGCCTGCGAAGCTTGCITGC(XTrrGCCGCnX:CGG(XTCGAAGCTCCCCCGCTAACTCC 
661 GCAGCGTACAAAATGGCTCCCATCAAGGTCGGCATCAACGGCTTCGGTCXJCATrGGCCGT 
721 ATCGTCrrCCGCAACGCCGTCGAGCACCCCGATATCCAGGTCGTCGCCGTCAATGACCCC 
781 TTCATCGAGACCAAATACGCTCTGAGTrmGCCGGTrGCTGCTGCCCCTCCCCCTCCCC 
841 CTCCTTCACCATCCTTGCCCCTCCTTrrGGCCGCAATCGCCCCCAACACGCCTCAACAAC 
901 ACCACCGTCACCCCGCCGTCATGGAATmCTGGCCACGCTATGCTGCCCCTCCATGATA 
961 TCATCAATCAGCGACGCACCACCAGCrrCACAATTOCTCGTGGTGCGCrCTATrcAATrC 
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,m OTCAOA<»™CAAajGCATroCAGCATroCCAOCA(nTCCiaX«^ 



CACAATCTCATCAGCCAATT 



1381 tSLggtgtcttcaccaccaccgacaaggccaaggctca^^ 



1561 
1621 
1681 



1501 AAGACCTACGACGGCAAGGCX^ATXnCATCTCCAACGCCTCGTGCACXArc^ 
^jS^cSrc^CAAGGTC^^^ 

G^SS^C^^^SACCCAGAAGACCXSTTOACGGCCCCTa^^ 

St^SSgt^S?^agaacatcat«:c^^^^ 

174, SSTSTCCCCGACCrCAACGGCAAGCnX:ACCGGCATGTCC^^^ 
8^ S^^ACGTCTCCGTCGTrGACCTGACTCTC^^^^ 

Z S^SSa:ATCAAGGAAGCCGCCAACGGTa:CCrcAAGGGCATCC^ 

Z gI^gac^aSSgtctccagcgacatc^ 
Si aagg^SgSJSStcaacgaccacitcgccaagc^^^ 

2041 
2101 



2221 



TGGGGCTACTCCCGCCGTCTCCrCGACCTCCTGGCCTACATTGCCAAGGTraATGCTG^^ 

SgS^tgctccctattgcaggaaagccagtagggcgaaaac^^ 

2161 ^^S^AGACnCAATCAATATCAAATXKTTCGCACCrATITrcGGTCGAGA^^^ 

S^^^^LAACACACATTCAAGTACATCOmSGGGGTGGAGCAGTGGAAATA^^ 
2281 STGCAATGGTrrAGTCTAGCCATGGAGAATAGACACGCCOnXr^^^^ 



7MI TrnCCXXSTWCATCAAAGCGCrcroTCACATGAGTCAAGCACGTATTCATTGCATC^ 

^SISTmGCCATrrCATUTGAGCTAGGTA^^^ 
Z A?^SS^"G^CTGGCCATlTa,ACr^G_ACGC^^ 



2521 GTCCATtn-ATAAGCAAGTAGCGGCCGTOCCnm^ 
2641 ^SoiAA^AAT'^^TGA^^ 



2581 ACGATCCATTACCGCGTCTCGCGArrATGATCCATCCTGC^^ 
2701 IagIagI^^^ 



2761 TGTCCnGCTCGGCCGGCAGTGCGTCGTGGGCCGAGGGGGTGGGATATCATCACGTACATG 
2821 TACAACAAAAACGGGAACAACAQAAAAAGAAGAGCTC 

17. Rekombinantes DNA-Molektll, das DNA nach den Ansprttchen 15 oder 16 enthait 

18. Pilz, der mit einem rekombinanten DNA-MolekiU nach Anspruch 16 oder eines 
Fragments hiervon transformiert wurden. 
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Abbildung 5/1 

Sail 

1 GTCGACC CGGGCAGCAACGCAGACACGATGCGCTCAAAGGGGACGTCGCGGTTGGCATGT 

6 1 GCCTCTGTCATGACGGAOVTGATCTGCCGCAGCACCXSACT 

121 AGCACGACTCGCATGCACTGCAGAGTGGCaU^GGGAGCCACCATGTTCTCC^ 

181 CGGTCGCGGTTGGCAACGGGCGCTCCGATGGTTGCATCCTCGGCTCCAC^^ 

241 TGCGCCACGCGAAACGCTGCCAGCAGCACGGCGTAGGCGGTTACTTGCTGGGAGCGGCAG 

301 AAGGCCAGGAGTTCTTTGTGTACC6ATCCATCGATCTGGAAGGAGATCTTGCCAGTTTCG 

361 CCAGATGGGATAGCTGGCCGGGGAAGCTCTGTGAGGAGCTCGGCCGGTGTGTTGTTATC 

421 AGCTGCTCGATCCAGTATCCGAGCTGCCTTTCCTGCTCAGCGACCTGCTCGTCCT^ 

481 TGCO^GTCGTCAAGTCACGGTATTGAATGGGAATTGGACCCAAGGGACAAGCCGAAATC 

541 GATTTCCCCTGCGAGGCGGCCGTGTAGAGTTCTCCAAGCTCCTGCTCAATAATG 

601 GACCGGCTGTCTGAGATGATATGGTGTACAACAATGGAAAGAATATGGTGATCCTCGGC^ 

661 ACCTTCAACAATGCAACTCTCCAAGCTGGCTCAGACTCTAGGTCGAACTTC^ 

721 TCCTCTGCCAGGAGCTGGGCCAAATCGCGGCTCGAGGCATCAACAATCCTCAACCCTCTT 

781 TCGAGGCCCGAGGCGTGCACAACCTGTAOXrCCACGCCATCCTGCTCCTTGAACGTCGTT 

841 CGGAGCGTCTCGTGGCGCTGCGTCAGAGCGCGCGAGGCAGCGTTCAGCGCATCGATGTCG 

901 AGATGGCCCCGAAGTCGGATCGCGGCCGGCGTAATGTCCCAGCTCGCACCGAGCTTCAGC 

961 TGGTGCAGGAACCACAGTCTGCCCTGGGCAAAGGATTGCTCGACAGGTTCGGAGTATC 

1021 TTCGAAGAGATGGAACTCGCCCGAGACGGGTTGGCAAGGCGATCATATGCCATGTCT^ 

1081 CCGATGGCGCCCATGTTGACCAAGAAAGC AAAAGGCTCTATAATCTGGCAATGGTTGTC 

1141 ATCTGTTAGTAAACCTAGTGTAGTCAGTATGTAC AATCCATCTC ATGAAGTTCGTGTAGC 

1201 TGCTGT AGTTTGCGATTTCGAATGGCTAGTTGCTGAGTTGTGGCGAGTCCGGCTTTGTGC 

1261 TGCTACCACAGGTGTAAGTGGCTCGTAGGTCGAGCTTTCCGACAGTATCGTTGCACGK 
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AUbildnno 5/2 



1321 

1381 CTTTTTTCTTTTTCCAAATTCQAGGAGATGT^^ 

1441 TGAGTTCAGTTCGTGGTCAGTAGATGGAGACTTGTAAGGTAATCTQACAGCCiAGG^ 
TGCCTCCTCGGGGTTTCCACATATTCCAAGCTATGATACTACTCCTTTACTCCGTAT^^^ 
CTTCTTAATAATCCCT(3AA(3GGTTCGAAACTTCGTCAGACTGTG^ 



1501 
1561 

1 621 CCCCCCACGATCGACGTACGAGTATCGGTACCTTAAAACAAGCATAGAGTTACTAATAGA 



ATAAGTACCTATACTCATCAGCAAACAACTATCCCTCCATCAAGATCGAGGCATTGCT^ 
MCCTGCCCATCGCAATAGATCCTOTGACATTAAOVGAAGAGAGTACCTACGCATATAAA 
CTACTATATAAAAATACTAGTAGCGGTTAAGCCAATAAGAACGTTCGTCGTGGGGCTTGT 



1681 
1741 
1801 

1861 ACATCGGCGGGATTTGTGATGCTAGAAGGGTGTATATCTGGAGGCCATCCCAGCCGATTC 

. BcoRI 

1921 TCCTGCATTCATCTCGCTAGATTCACATCACCATGAAGATTTGCCCGATAC^^ 

1981 AGGCAGGTCATTGGGGA(kTCCCACTCTCACTGGCTCAQCCTTa^ 

2041 TATCAAATCGATTCCTTGTCCTATCCTATCCTTCCCTGTTACCGGAGCTGACAGCTAT^ 

2101 ca^TATTGTAGGCGACGCTATTACTACACCATCCCATGGAATGCTGGAAGCAATCGCCGGG 

2161 (xxaVCGCTCAATGATGATGTCTATGGCGAGGACaWX:TAACACGGTCCTTCGAGGAGCAC 

2221 ATGGaSAGCATCTGTGGCAAAGAAGCAGCTCTGTTTGTTGTGTC 

2281 cAGATTGCCTTAGGAGCGCTGTCACGACGATGCACAGGTGTACTAGCAGATGCTAK^ 

2341 cATATCGTAO^TTTTGAGGCCGGTGGCCTTGCCGGTCTCTCCGGGG^ 

2401 GTGCGGCCGGCGAATGGGCATTATCTCACCCTTGATGATGTGGAACGACACGCAGTGACC 

2461 ACCAACATGATAGAACGGTTGCCCACCAGCATCATCAGCCTCGAGAACACAGCTCACGGC 

2521 AGCGTAATCCCACTACAAGAGCTCCGCAAGATGAAGGCTTGGGCTGACGAGCAGGAGATC 

2581 GCCATTCACATCGACGGTOCGCGQATATQGCACOCCGTGGCAGGCGGGGGCGGTAGTCTA 
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Abblldong 5/3 

2641 AAGGAGATCGCGGGCTGCTGCGACGCGATGACCCTCTCCOTCC^^ 

2701 cCGATAGGATCGGCa^TCGTGGGCTCGACSGGACCTTATAGOU^ 

Pstl 

2761 a^AAGCATCGGCGGCGGCGTCCGCAAGGCTGGGGCCATTGTGGCT^^ 

Sail 

2821 ATGATAGAGAACITrGGTCCCGGCGATSTCGA^ 

2881 GTGTTGGCGAGAGCGGTGGCCAACATGTGGACCTCGAGGGGCGGTC^ 

2941 GTGATGACGAACCTTGTCTGGCTCGACTTGAAGAGCGCTGGTCTCGACAAGTC^ 

3001 GACACGGCTGCTCAGCACCGTGACATACGCATCAGGGCACCACGCATCGTTCT^ 

3061 c AGATATCAACCGATGCTATGCGACGACTGGAGGCGGTGTTCGAGGAGGTC 

3121 AAGGCAAGTCAAAGTCCTTTGCGGTCAAGAGCGGAGCGAGCAGGTCTA^ 

3181 TCAAACTAACTGGATACCCGGAGTGGGGTCATTGCTGTTGGGCC^^ 

3241 GGAGGTACTGACTATCTAAGGTTCGCTGTCAGGGGTTCCAAGTACTCAAGG^ 

3301 GGGTAGAGGATAGATAGCCAAGACCTGAGCACATGTGGTATTTCATCCATCC^^ 

3361 CCTTGGTTGTGGGCAAGATCGGCTACCTATGACCCACAAGCAT^^ 

3421 TTCTATTTTTAGTCACTGGTGCTCCATCGGGCCAGGAAGCTTAGACCA^ 

3481 ACATGATCCGTGCTTGACAGCATATCGCCCTAAATCAGCAAGCCCCCGAAAATQ^ 

3541 TCACTCTTTGTTTGTCTCTTTGGTCGCGGAATAATCGCCCCGTGGAACTCATCACTGGTC 

3601 TGGAATCGACGAGAGTCAACCGCAGAGTAGACACGATGGTTCATTCCACAACAGAACA^ 

3661 GCCCCTCCACGGATGGCCAGTTCGCGCAACCCTTGAGACATGTCGCAGC^^ 

3721 TTAGGTCCAACACCATCGACTACGAGTAGTTGTATGAATGTATCTATTTO^ 

3781 TTATCCTTTCCCGGACTTGTATGATCTGTGACTGGCATAGC^^ 

3841 TAGCCCGGCGCCTCATCCGCCTTGCCAGACGGAATGAATAGTCATCTGCACGAGGGGTAG 
3901 TGAGCGCTCAGGAATAGGACGATCCGTTAAGCACAAGATGGATTAAACTGTGTTTGTK 
3961 TGCGGCGACCCTT 
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AbbUdAng 7 



3364.AniU 



2950,AlwNI 



EcoRI,230 

Ncol.390 

NcoI,527 



2386, Gsul 




21C4.Pvul 

1993,ScaI 



Aval.757 
OChoI.757 
Sacl,796 



Aval,98l 
. Xhol.981 
vPstI.1061 
feSphI.1067 
|E«)RV.1073 
'Ncol.1079 
\ \ \ HindIII.1085 
= \ Pvul.1208 
I Narl.1249 
Ndel.1301 
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Abbadung 8 



Xhol.l 



4895.NaeI 



5223.ApaI. 
5217.KpnI| 



4130,Scal. 




Accl.292 
:ScaI.300 

Kpnl.429 
/ Spll.553 
f ^acl,587 
/HindIII.610 
BamHI.675 



EcoRI.947 



1 



\ 



pGT24 
5231 bps 



m 

li 



i 

f / 




:.BamHI.1774 
^Spel.n80 
V/baI,n86 
NoiI,l792 



Nael.2186 
Nael.2269 
Sacll,2353 
Sacl.2361 
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Abbildung 9 



49-i6,SacI 
4940.KpnIj 
4936.Aval 
4936, Small 
493l.BamHI' 
4925.Xbal 
4919.ACCI 
4919,HlncII; 
49l9.SaU'' 
4913.PsiI 
4907,SphIf 
4901.HindIir 



HindIII.18 

EcoRV.159 

EcoRV.365 
Haell.493 
Narl.493 



4317. Sspl 



Sail .681 
HincII.681 
HincII.702 
Hacll.768 
Narl.768 



3993.ScaI 




Hindi ,900 
Hincll.1059 
Haell.lOl 
Narl.1131 

Hincll.1224 

AvaII,l299 
Nael.1392 



Scal.1625 
NcoI.mO 

Haeii.nes 



BeUl.1972 
. , . Xhon.1972 
. Nrul.2007 
Clal.2040 
Nael.2097 
rNaeI.2180 
EcoRV,2211 
■Sacl.2260 
EcoRI.2266 
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AUbllduna XO/1 



1 gSScctcttgccccgcctgcgaagcttgcttgccctctgccgctcc^^ 

61 cCCCCGCTAACTCCX3CAGCGTACAAAATG«:TCCCATCAAGGTCG^^^ 

121 Gicaa^TTG(XXGTATC6TCTTCCGCAACGCCGTCGAG^ 

IBl CCGTCAATGACCCCTTCATCGAGACCAAATACGCTGTGAGTTOT^ 

241 MCTCCCCCTCCCCCTCCTl^CCATCCTTGCCCCTCCTTTTGGCC^^ 

301 CACGCCTCAACAACACCACCGTOICCCCGCCGTCATGGAATTTTCI^^ 

361 (XXrCCTCCATGATATCATCAATGAGCGACGCACCACCAGCTTCACAATTGCTCG^^^ 

421 GCTCTATTCAATTCGTGAGAGATGCAACGGCATTGCAGCATTGCCAGCAGT^^ 

481 CTCCATTCATGCGGCCAAGGCGCCl^CCAGTCTa^rrCTCATGTCAAGCAGACGG^ 

541 GAACCGCCATAAATCACAATCTCATCAGCCAATTCACCACATCTATGCTTTC^^ 

601 ATGCTGACCTCCGTCTCTTCTCCACGCCATAGGAGTACATGCTO^GTAT^^ 

661 ACGGTAACTTCAAGGGCGACATCGCCGTCGACGGCAACGACCTGGTTGTO^ 

721 AGGTCAAGTTCTACTCCGAGCGCGACCCCGCCGCCATCCCCTGGAAGGACACT^ 

781 ACTACATCGTCGAGTCCACTGGTGTCTTCACCACCACCGACAAGGCCAAGGCTCACTTG^ 

841 TTGGCGGTGCCAAGAAGGTCATCATCTCGGCTCCCTCTGCCGATGCCCCCATGTACGTAA 

901 ToxxXSTCAACGAGAAGACCTACGACGGeAAGGCCGATGTCATCTCCAACGCCTCGTO^ 

961 CCACCAACTGCCTGGCTCCCCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCACCATTGTTGAGG 

1021 GTCTTATGACCACCGTCCACTCCTACACCGCCACCCAGAAGACCGTTGACGGCCCCTCCG 

1081 GCAAGGACTGGCGCGGTGGCCGTGGTGCTGCCCAGAACATCATCCCCAGOWSCACT^ 

1141 CCGCCAAGGCCGTCGGCAAGGTCATCCCCGACCTCAACGGCAAGCTCACCGGCATGTCCA 

1201 TGCGTGTGCCCACTGCCAACGTCTCCGTCGTTGACCTGACTGTCCGCACCSAGAAGCC^ 

1261 cCAGCTACGAGGCCATCAAGGCGGCCATCAAGGAAGCCGCCAACGGTCCCCTCAAfiGGCA 

1321 TCCTCGCCTACACCGAGGACGACATCGTCTCCAGCGACATGAACGGCAACACCAACTCCT 

1381 CCATCTTCGATGCCAAGGCCGGCATCTCCCTCAACGACCACTTCGCCAAGCTCGTCTCCT 

1441 GGTAC6ACAACGAGTGGGGCTACTCCCGCCGTGTCCTCGACCTCCTGGCCTACATTGCCA 
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Jkbbildung 10/2 

1501 AGGTTGATGCTGGCAAGTAAATGCTGCCTATTGCAGGAAAGCCAGTAGGGCGAAAACO^ 

1561 TTGGTGGCTAGTGGCCGAGAGACTGAATCAATATGAAATGCTCGCACCT^^ 

1621 AGAAATTATCAGTACTCGGAAGAACACACATTCAAGTACATCCTCCGGGGGTGGAG^^ 

1681 GGAAATATGTTCCCCGGAGCAATGGTTTAGTGTAGCCATGGAGAATAGACACGCCCGTCC 

1741 ATCCACATGTACTGTGTCCCGTCGCATGAAAGCGCTCTGTGACATGAGTCAA^ 

1801 TCATIKXATCGTTTCATGTTCATGTTTTGC^^ 

1861 GAACTCCTGCGTGAATGCCCGCCGTCCTGGCCATTTCGACCTTTGACTC 

1921 CTCAGGCTCTGACTGTGCATGTATAAGCAAGTAGCGGCCGTGCCTCCGCTTTTCTGTAGA 

1981 TCTGGTCATTATAGACGATCaiTTACCGCGTCTCGCGATTATGATCCATC 

2041 TGTTGATCGATGCGTCGGGAACAATAAAAGAGGCGATTTGTCAAAAATA^^ 

2101 iUlGCCGGCGAAGAGAAGAAGACCCAAAATCCTCTAGGTAGGAGAAAAAAGAAAACGGAAA 

2161 AAAGAGAAAGTATTTGTCCTGCTCGGCCGGCAGTGCGTCGTGGGCCGAGGOSGTGGG^ 

Sad 

2221 TCATCACGTACATGTACAACAAAAACGGGAACAACAGAAAAAGAAGAGCTC 



ERSArZBLArr(REGEL26) 



14/29 
Abbildung 11 



PCT/EP94y01272 



4027.EcoRli 
3849.PvulI 



NocI,6 

EcoRV.BS 

Hincll.243 . 
Sail ,243 
f HjncII.26'! 
Narl.330 

HincII.462 




2300.ScaI 
2179.XmnI 



Hindi. 621 
Narl.693 

HincII.786 
AvaII.861 

Nael.954 



Sspl.1976 



ScaI.U87 

Ncol.1272 
, , Nod.1333 
.li^EcoRI.mi 
iv\3AvaI.I348 
^vSmaI.1348 
. i/BamHI.1351 
: \ !i|-MluI.l357 
' : lNotI.1369 
: n|KpnI.I377 
\ i;iApaI.I383 • 
; ;n5all,1389 

iHinclI.1359 
; :iXbaI.l395 
■■■■ '■■ Sacl.1399 
f.P$il.l404 
' ! i tSphl.WIO 
i ;EcoIIV.H16 
; :NcoI.1422 
: HindIII.1428 
. PVUII.M85 
• Narl.1556 
Ndel.1608 
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jkbbiXdimg 12 

1 C3AATTCGCGGCCGCC GAGAACCTCATCCTCGCTATCCAGTCCCAACCTTCCGCGTACAAA 

61 ATGqCTCCCATCAAGGTCGGCATCAACGGCTTCGGTCGCATTGGCCGTATCGTCT^ 

121 AACGCCGTCGAGCACCCCGATATCCAGGTCGTCGCCGTCAATGACCCCTTCATCGAGACC 

181 AAATACGCTGAGTACATGCTCAAGTATGACTCCTCCCACGGTAACTTCAAGG^ 

241 ck:cgtcgacggcaacgacctggttgtcaacggcagcaaggtcaagttct^^ 

301 gaccccgccgccatcccctggaaggacactggcgccgactacatcgtcgagtccactggt 

361 gtcttcaccaccaccgacaaggccaaggctcacttggttggcggtgccaagaag^ 

421 atctcggctccctctgccgatgcccccatgtacgtaatgggcgtcaacgagaagacctac 

481 gacggcaaggccgatgtcatctccaacgcctcgtgcaccaccaactgcct^ 

541 gccaaggtcatccacgacaagttcaccattgttgagggtcto^ 

601 tacaccgccacccagaagaccgttgacggcccctccggcaaggactggcgctc 

661 GGOKKrrGCCCAGAACATCATCCCCAGCAGCACTGGCGCCGCCAAGG^ 

721 ATCCCCGACCTCAACGGCAAGCTCACCGGCATGTCCATGCGTGTGCCCACTGCCAACGTC 

781 TCCGTCGTTGACCTGACTGTCCGCACCGAGAAGCCCGCCAGCTACGAGGCCATCAAGK 

841 GCOITCAAGGAAGCCGCCAACGGTCCCCTCAAGGGCATCCTCGCCTACACCGAGGACGAC 

901 ATCGTCTCCAGCGACATGAACGGCAACACCAACTCCTCCATCTTCGATGCCAA^ 

961 ATCTCCCTCAACGACCACTTCGCCAAGCTGGTCTCCTGGTACGACAACGAGTGGGGCT^^ 
1021 TCCCGCCGTGTCCTCGACCTCCTGGCCTACATTGCCAAGGTTGATGCTGGCAAGTAAATG 
1081 CTGCCTATTGCAGGAAAGCCAGTAGGGCGAAAACTGGTTGGTGGCTAGTGGCCGAGAGAC 
1141 TGAATCTJVTATGAAATGCTCGCACCTATTTTCGGTCGAGAAATTATCAGT^^ 
12 01 ACACACATTCAAGTACATCCTCCGGGGGTGGAGCAGTGGAAATATGTTCCCCGGAGC^^ 
1261 GGTTTAGTGTAGCCATGGAGAATAGACACGCCCGTCCATCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

1321 a&&&&3xa;^;^aa agcggccgcgaattc 
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' 1 cSSG&ACATTCCTrrGTGCACCGTGCTOG^ 

61 AACCTTGTTG{aM3T<MTGA(aT(»CCCCX?rGTG(K?^^ 

121 CG«»KK:CGaSAGAGGCTTGGACAGC^^ 

181 (KCWKSTCCKCCTTCTGCTGCTOSTCCaUVWATAGTCCAATC^ 

241 GATGCCGCCTTGGTGTTTTAGGTGCTGACGTGCCGTCC^^ 

301 GTACTCCAGCAAGTCCAGGTAGGCAMGGTWVTTATOTAACCTAGGTGCTAC^^ 

361 GTCGCAATATCCATCCGTax:GCCTCCCCTCCTCGGAGCT6CCACCCAC(^^^^ 

421 AGTTAGGA(WTACCTACATATTATTTrTCCCT(m:CCTCCCCTCCCTCCGTC^ 
481 TCCTTTTCCTCCTCCCCATACCACCCCCTCACGAGAACCTCATCCTC^^ 
541 AACCTTCCGCTACGTACGCGACGOWKrTTTCGCCCTGGACG^ 
601 cCGCCTGCGAACKrrTGCTTGCCCTCTGCaSCTCC^ 
661 GCA(KGTAa^TGGCTCCCATCAAGGTCMGCATCAACGGCTTC^^^ 

721 atcgtcttccgcaac<kx:gtcqagcaccccgatatccaggtcgtcgccgtcaatgatc^^ 

781 TTCATCGAGACCAAATA^GCTCTGAGTTTTTGCCGGTTGCTGCTGCCCCTCCCCCTC^ 

841 cTCCTTGACCATCCTTGCCCCTCCTTTTGGCCGCAATCGCCCCCAACAC^^ 

901 ACCACCGTOlCCCCGCaSTCATGGAATTTTCTGGCCACGCTATGCTGCCCCTCCATGATA 

961 TCATCAATGAGCGAOKrACCACCAGCTTCACAATTGCTCGTGGTGCGCTCTAlTCAATTC 

1021 GT(»<AGATGCAACGGCATTCCAGCATTGCCAGCAGTTCCTCCCCGCTCCATTGATGCGG 

1081 CCAAGGCGCCTGGCCCAGTCTTGCTTTCTCATGTCAAGCAGACGGGGAACCGCCATAAAT 

CACAATCTCATCAGCCAATTCACCACATCTATGCTTTCCGCGCAGTATGCTGACCTCCGT 

CTCTTCTCCACGCCATAGGAGTAOITGCTCAAGTATGACTCCTCCCACGGTAACTTCAAG 
Sail 



1141 
1201 



1261 GGCGACATCGCCGTCGAC 
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AUbiXduag 14/1 

Xbol 

1 cTCGAGAACATTCGTTGTGCACCGTGCTCSGAGCTACCGAT^^ 
61 AACCTTGTTGGAGTTCTGAGATCACCCGCTGT^ 
121 CGGCGTGCCGCGAGAGGGTTGGACAGCGTCGCACAGGTGCCACCGGOSTGGTCAAGGAAG 

181 GCCAGGTCGCCCTTCKXrKKrr^ 

241 GATGCCGCCTTGGTGTTTTAGGTGCTGACGTGCCGTC^^ 

3 01 GTACTCCAGCAAGTCCAGGTAGGCAAAGGTAATTATGTAACCTAGGTGCTACGTAAG^ 

361 GTOSCAATATCCATCCGTCGCGCCTCCCCTCCTCGGAGCTGCCACCCACGCCTC 

42 1 AGTTAGGAGGTACCTACATATTATTTTTCCCTGTCCCTCCCCTCCCTCCGTCCT^ 

481 TCCTTTTCCTCCTCCCCATACCACCCCCTCACGAGAACCTCATCCTCK^ 

CGAGAACCTCATCCTCGCTATCCAGTCCC 
Sad 

541 AACCTTCCGGTACGTACGCGACGCAGCTTTCGCCCTGGACGGGCGAGAGCTCCTCTTGCC 
AACCTTCCG 

601 CCGCCTGCGAAGCTTGCTTGCCCTCTGCCGCTCCGGCGTCGAAGCTCCCCCGCTAACTCC 
INTRON 1 

661 GCAGCGTACAAAATGGCTCCCATCAAGGTCGGOITCAACGGCTO 

CGTACAAAATGGCTCCCATCAAGGTCGGCATCAACGGCTTCGGTCGCATTGGCC^^ 

721 ATCGTCTTCCGCAACGCCGTCGAGCACCCCGATATCCAGGTCGTCGCCGTCAATGACCCC 
ATCGTCTTCCGCAACGCCGTCGAGCACCCCGATATCCAGGTCGTCGCCGTCAATG^ 

781 TTCATCGAGACCAAATACGCTGTGAGTTTTTGCCGGTTGCTGCTGCCCCTCCCCCTC^^^ 
TTCATCGAGACCAAATACGCT 
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atabildung X4/a 



841 cTCCTT(»CCATCCTTGCCCCTCCTTTT«5CC(K:AATCGCCCCCAA^^ 

901 ACCACCGTCACCCaSCCGTCATGGAATTTTCTG^ 

961 TCATCAATGAGCGACOa^CCACCAGCTTCACAAT^ 

1021 QTGAGAGATGCAACGGCATTGCAGCATTGCCAGCAGT^ 

INTRON 2 

1081 CC»AGGCGCCT«3CCCAGTCTTGCTTTCTCATGTCAAGCA^^ 
1141 cACAATCTCATCJ^CAATTCACCACATCTATGCTTTCCGCGOkGTAT^ 

nnnn ^T&gQj 

-GAGTACATGCTCAAGTATQACTCCTCCCACGGTAACTTCAAG 



1201 CTCTTCTCCACGCCATAGGACTACATGCTCAMTATGACTCCTCCCACGGT^^^ 



1 GGCGACATCGCCGTCGACGGCAACGACCTGGTTGTCAACGGCAGCAAGGTCAAGTTCTAC 

S^^tckStcgacggcaacgacci«;ttgtcaacggcagcaaggtc^^ 

1321 TCCGAGCGCGACCCCGCPGCCATCCCCTGGAAGGACACIGGCGCCGACTACATC^ 

TCCGAGCGCGACCCCGCCGCCATCCOrTQGAAGGACACTGGCGCCGACTACATCGTCGftG 

1381 TCCACTGGTGTCTTCACCACCy^CCGACAAGGCOU^GGCTCACTTGGTTGGC^^ 

tSctggtgtcttcaccaccaccgacaaggccaaqgctcacttggtt^ 
1 AA1 aaggtcatcatctcggctccctctgccgatgcckccatgtacgtaatcggcgtcaacgag 

^SiSJSTCT^GGCn^CCTarrGCCGATGCCCCCATGTACOTAAT^ 

1 SOI AAGACCTACGACGGCAAGGCCGATGTCATCTCCAACGCCTCGTGCACCACCAACTGCCTG 
^CCTACGACGGCAAGGCCGATGTCATCTCCAACGCCTCGTGCACCACCAACTGCCTG 

1 sei cXTCCCCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCACCATTGTTGMSGGTCOTAT^ 

eCTCCCCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCACCATTGTTGAGGGTCTTATGACCACC 

1621 GTCCACTCCTACACCGCCACCCAGAAGACCGTTGACGGCCCCTCCGGCAAGGACTGGCGC 
GTCCACTCCTAOICCGCCACCCAGAAGACCGTTGACGGCCCCTCCGGCAAGGACTGGOGC 

1681 GGTGGCCGTGGTGCTGCCCAGAACATCATCCCCAGCAGWCTGGCGCCGCCAAGQCCOT^ 
GGTGGCCGTGGTGCTGCCCAGAACATCATCCay^GCACTCGCGCCGCCAAGGCCGTC 
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Abbilduag 14/3 



1741 GGCJU^GGTCATCCCCGACCTCAACGGCAAGCTCACCGGCATGTCCATGCGTC 

GGCAAGGTCATCCCCGACCTCAACGGCAAGCTCACCGGCATGTCCATGCGTGl^ 

1801 GCCAACGTCTCCGTCGTTGACCTGACTGTCCGCACCGAGAAGCCCGCCAGCTACGAGGCC 
GCCAACGTCTCCGTCGTTGACCTGACTGTCCGCACCGAGAAGCCCGCCJ^CTAC^ 

1861 ATCAAGGCGGCCATCAAGGAAGCCGCa^CGGTCCCCTCAAGGGCATCCTCGCCTACACC 
ATCAAGGCGGCaiTCAAGGAAGCCGCCAACGGTCCCCrcAAGGGCATCCTCGCCTACA^ 

1921 GAGGACGACATCGTCTCCAGCGACATGAACGGCAACACCAACTCCTCCATCTTCGATGrc 
GAGGACGACATCGTCTCCAGCGACATGAACGGCAACACCAACTCCTCCATCTTCGATC^ 

1981 AAGGCCGGCATCTCCCTCAACGACCACTTCGCCAAGCTGGTCTCCTGGTACGACAACGAG 
AAGGCCGGCATCrCCCTCAACGACCACTTCGCCAAGCTGGTCTCCTTC 

2041 TGGGGCTACTCCCGCCGTGTCCTCGACCTCCTGGCCTAO^TTGCCAAGGTT^ 
TGGGGCTACTCCCGCCCTGTCCTCGACCTCCTGGCCTACATTGCCAAGGTTGA 

2101 AAGTAAATGCTGCCTATTGCAGGAAAGCCAGTAGGGCGAAAACTGGTTGGTGGCTAGTGG 
AAGTAAATGCTGCCTATTGCAGGAAAGCCAGTAGGGCGAAAACTGGTTGGTG^ 

2161 CCGAGAGACTGAATCAATATGAAAI^TCGCACCTATTTTCGGTCGAGAAAT^^ 

CCGAGAGACTGAATOUVTATGAAATGCTCGCACCTATTTTCGGTCGAGAAATTATCAGTA 

2221 CTCGGAAGAAC ACACATTCAAGTACATCCTCCGGGGGTGGAGCAGTGGAAATATGTTCCC 

ctcggaagaacacacattk:aagtacatcctccgggggtggagcagtggaaatatgt^ 

2281 cggagcaatggtttagtgtagcc atggagaatagacacgcccgtccatccacatc^ 

cggagcaatggtttagtgtagccatggagaatagacacgcccgtccatcca 

2341 tgtcccgtcgcatgaaagcgctctgtgacatgagtcaagcacgtattcattc^ 

2401 catgttcatgttttgccatttcatctgagctaggtatct^^ 

2461 atgcccgccgtcctggccatttcgacctttgacgccagaacaoiagct^^ 

2521 gtgcatgtataagcaagtagcggccgtgcctccgcttttctgtagatctggtcattatag 

2581 acgatccattaccgcgtctcgcgattatgatccatcctgctcgtgctgttgatcgatgcg 



ERSATZBLArr{RE6EL 26) 



W0 94/25M6 



20/29 



FCT/EF94/01272 



Abbildang 14/4 

TCGGGAACAATAAAACSAGGCGATTTGTCAAAAATAGXGTCCa^TAATAA^ 
AAGAAGACCCAWU^TCCTCTAGGTAGGAGAAAAAAG^ 

TGTCCTGCTCGGCCGGCAGTGCGTCGTGGGCCGAGOaKS^^ 

Sad 

TACAACAAAAACGGGAACAACAGRAAAAGAAGAGCTC 



ERSATZBLATT (REGEL 26). 



WO94/2560ti 



21/29 



FCT/EF94/01272 



Abbildung 15 



5 

I 

1 Met Ala Pro lie Lys Val Gly 
16 Arg He Val Phe Arg Asn Ala 
31 Val Ala Val Asn Asp. Pro Phe 
4 6 Met Leu Lys Tyr Asp Ser Ser 
61 Ala Val Asp Gly Asn Asp Leu 
76 Phe Tyr Ser Glu Arg Asp Pro 
91 Gly Ala Asp Tyr He Val Glu 
106 Asp Lys Ala Lys Ala His ^eu 
121 He Ser Ala Pro Ser Ala Asp 
136 Asn Glu Lys Thr Tyr Asp Gly 
151 Ser cys Thr Thr Asn Cys Leu 
166 Asp Lys Phe Thr He Val Glu 
181 Tyr Thr Ala Thr Gin Lys Thr 
196 Trp Arg Gly Gly Arg Gly Ala 
211 Thr Gly Ala Ala Lys Ala Val 
226 Gly Lys Leu Thr Gly Met Ser 
241 Ser Val Val Asp Leu Thr Val 
256 Glu Ala He Lys Ala Ala He 
271 Lys Gly He Leu Ala Tyr Thr 
2S6 Met Asn Gly Asn Thr Asn Ser 
301 He Ser Leu Asn Asp His Phe 
316 Asn Glu Trp Gly Tyr Ser Arg 
231 He Ala Lys Val Asp Ala Gly 



10 15 

He Asn Gly Phe Gly Arg He Gly 
Val Glu His Pro Asp He Gin Val 
He Glu Thr Lys Tyr Ala Glu Tyr 
His Gly Asn Phe Lys Gly Asp He 
Val Val Asn Gly Ser Lys Val Lys 
A'»a Ala He Pro Trp Lys Asp Thr 
Ser Thr Gly Val Phe Thr Thr Thr 
Val Gly Gly Ala Lys Lys Val He 
Ala Pro Met Tyr Val Met Gly Val 
Lys Ala Asp Val He Ser Asn Ala 
Ala Pro Leu Ala Lys Val He His 
Gly Leu Met Thr Thr Val His Ser 
Val Asp Gly Pro Ser Gly Lys Asp 
Ala Gin Asn He He Pro Ser Ser 
Gly Lys Val He Pro Asp Leu Asn 
Met ^-^g Val Pro Thr Ala Asn Val 
?rg Thr Glu Lys Pro Ala Ser Tyr 
Lys Glu Ala Ala Asn Gly Pro Leu 
Glu Asp Asp He Val Ser Ser Asp 
Ser He Phe Asp Ala Lys Ala Gly 
Ala Lys Leu Val Ser Trp Tyr Asp 
Arg Val Leu Asp Leu Leu Ala Tyr 
Lys 
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Abbilduftg 16 



XhoI,l 



3573.ApaI 



3245.Nacl 



Accl.292 
Scal.300 
AvrII.34l 
! SpU.553 
; iacI.5S7 
r.HindIIl.610 
' I Ncol.671 
BamHI,675 
Spel.681 
:?(bal.687 
BNoa,693 
?/SacII.703 
SacI,7U 



2480.Scal 
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Abbildung 17 



XhoI.l 



4124.Apari 
4U8.KpnI| 



Accl.292 
•Scal.300 

Kpnl.429 
Spll.553 
Sad. 587 



3-96,NaeI 



3031.ScaI 




HindIII.610 
Ncol.671 
BamHI,675 
Spel.eSl 
:XbaI.687 
'Notl.693 



Nael.1087 

NaeI.U70 

SacIU254 
Sacl.1262 
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Abbildung 18 



5373.BamHI 
5567.XbaIi 
S^e.NcoI 
5432.ACCI 



Sphl.187 

Sall.276 
: Accl.276 
!AccI.276 
: iXhoI.282 
: ?AvaI.282 
i iApaI.291 
ii.KpnI.297 
;iAsp7l8.297 



5041, Mlul 
4855.BamHI 
4850,Sacir. 
4780.ScaI 

4589.SacII / 



4l64.NcoI/r i| 

4l45.PscI t 
4055.ECORI \ 

3S06.ClaI 
3743,HinciIII./ 
3720.SacI 
3562.KpnI 

3433, Seal 
3425.ACCI 




3189,SpeIf: 
3183,Xball5! 
3176,XmaIIIl!l 
3175.Nodi 
3l67,SaclI:: 
3I59.SacI 



Xmnl.1269 
Scal.1390 
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25/29 



Abbildung 19 



1 


Met 


Lys 


He 


16 


Asp 


Pro 


Thr 


31 


He 


Thr 


Thr 


46 


Thr 


Leu 


Asn 


61 


Phe 


Glu 


Glu 


76 


Phe 


Val 


Val 


91 


Leu 


Ser 


Arg 


106 


He 


Val 


His 


121 


Ser 


He 


Gin 


136 


Asp Asp 


Val 


151 


Leu 


Pro 


Thr 


166 


Val 


He 


Pro 


181 


Glu 


Gin 


Glu 


196 


Ala 


Val 


Ala 


211 


Cys 


Asp 


Ala 


226 


He 


Gly 


Ser 


241 


Arg 


Arg 


Leu 


256 


Ala 


He 


Val 


271 


Pro Gly 


Asp 


286 


Leu 


Ala 


Arg 


301 


Leu 


Leu 


Arg 


316 


Ser 


Ala 


Gly 


331 


Arg Asp 


He 


346 


He 


Ser 


Thr 


361 


Val 


Leu 


Glu 


376 


Glu Arg 


Ala 



5 
I 

Cys Pro He Leu 
Leu Thr Gly Ser 
Pro Ser His Gly 
Asp Asp Val Tyr 
His Met Ala Ser 
Ser Gly Thr Met 
Arg Cys Thr Gly 
Phe Glu Ala Gly 
Pro Val Arg Pro 
Glu Arg His Ala 
Ser He He Ser 
Leu Gin Glu Leu 
He Ala He His 
Gly Gly Gly Gly 
Met Thr Leu Ser, 
Ala He Val Gly 
Arg Gin Ser He 
Ala Ala Ala Trp 
Val Asp Thr Arg 
Ala Val Ala Asn 
Pro Val Met Thr 
Leu Asp Lys Ser 
Arg He Arg Ala 
Asp Ala Viet Arg 
Lys Lys Ala Ser 
Gly Leu Glu Arg 



10 



I 



Asn 


Ser 


Lys 


Ala 


Ala 


Phe 


Asp 


Phe 


Met 


Leu 


Glu 


Ala 


Gly 


Glu 


Asp 


Gin 


He 


Cys 


Gly 


Lys 


Ala 


Asn 


Gin 


He 


Val 


Leu 


Ala 


Asp 


Gly 


Leu 


Ala 


Gly 


Ala 


Asn 


Gly 


His 


Val 


Thr 


Thr 


Asn 


Leu 


Glu 


Asn 


Thr 


Arg 


Lys 


Met 


Lys 


He 


Asp 


Gly 


Ala 


Ser 


Leu 


Lys 


Glu 


Phe 


Gly 


Lys 


Gly 


Ser 


Arg 


Asp 


Leu 


Gly 


Gly 


Gly 


Val 


Gin 


Ala 


Met 


He 


Gly 


He 


He 


Gin 


Met 


Trp 


Thr 


Ser 


Asn 


Leu 


Val 


Trp 


Thr 


Leu 


Asp 


Thr 


Pro 


Arg 


He 


Val 


Arg 


Leu 


Glu 


Ala 


Gin 


Ser 


Pro 


Leu 


Leu 









15 

I 

Gly His Trp Gly 
Arg Ser Asp Ala 
He Ala Gly Ala 
Leu Thr Arg Ser 
Glu Ala Ala Leu 
Ala Leu Gly Ala 
Ala Thr Ser His 
Leu Ser Gly Ala 
Tyr Leu Thr Leu 
Met He Glu Arg 
Ala His Gly Ser 
Ala Trp Ala Asp 
Arg He Trp His 
He Ala Gly Cys 
Leu Ala Ala Pro 
He Ala Arg Ala 
Arg Lys Ala Gly 
Glu Asn Phe Gly 
Arg Thr His Val 
Arg Gly Gly Leu 
Leu Asp Leu Lys 
Ala Ala Gin His 
Leu His His Gin 
Val Phe Glu Glu 
Arg Ser Arg Ala 
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ADDUOUng *W#i 

X CrrCCACCCGGGCAGCAACCCAGACACC^^^ 

6 1 GCCTCTtrrCATGACt^ACATQATCTCrcGCAGCACCG^^ 

121 AGCACGACTCGCATCCACTCCAGAOTOG 

IBl COBTCGCGGTTGGCAACOGGCGCTCOGATGG^ 

241 TGCOCCACGCGAAAOSCTGCCACCWC^SOTTA 

301 AAGGCCAGGAGTTCTTTGTOTACCGATCO^ 

3" CCAGATGGGATAGCTGGCCGOWAAGCTCTCT 

111 AGCTGCTCGATCCAGTATCOffl^CTO^CCTCCTCA 

Ux TGCCAAGTCCTCAAGT^CGOTATTGW^ 



loll CCGATQGCGCCCATGTTGACCAAGJ^CAAAAGGCTCT 
[ill ATCTGTTAGTAAACCTACTGTAGTCACTAWACAATC^ 




i?" ?StScStcatctccctaoaitc»c»tc»cc 



1998 



new «7» —X— — , 



2103 TATTGTAG GC GAC 
cr Asp 



Asp Pro Thr Leu Tnr uxy a^.. 

20.. CAAATCGATTCCTTGTCCTAT^A^^ 

GCT ATT ACT ACA CCA TCC CAT QGA ATG CTG GAA 
Ala lie Thr Thr Pro Ser His Gly Met ue 
GCC ACG CTC AAT GAT CAT GTC TAT GGC GAG ^C 
Ala Thr Leu Asn Asp Asp vax lyt « / 

TCC TTC GAG GAG CAC ATG GCG AGC ATC TGT GGC 
ser Phe Glu Glu His Met Ala Ser He Cys eay 

CTG TTT GTT GTG TCC GGG ACC ATG GCC AAC CAG 
Leu Phe Val Val Ser Gly Thr Met Ala Asn 



214 9 GCA ATC GCC GGG 
Ala He Ala Gly 

CAG CTA ACA CGG 
Gin Leu Thr Arg 

2239 AAA GAA GCA GCT 

Lys Glu Ala Ala 



2194 



2284 



ATT 
He 


GCC 

Ala 


TTA GGA 
Leu Gly 


GCG 
Ala 


CTG 
Leu 


TCA 
Ser 


CGA 
Arg 


CGA 
Arg 


TGC 
cys 


GAT 
Asp 


GCT 
Ala 


ACC 
Thr 


TCT 
Ser 


CAT 
His 


ATC 
He 


GTA 
Val 


CAT 
His 


TTT 
Phe 


GAG 
Glu 


GGT 

Gly 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


GGG 
Gly 


GCA 
Ala 


TCC 
Ser 


ATC 
He 


CAG 
Gin 


CCC 
Pro 


GTG 
Val 
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2419 

2464 

2509 

2SS4 

2599 

2644 

2669 

2734 

2779 

2824 

2869 

2914 

2959 

3004 

3049 

3094 

3139 



3181 
3241 
3301 
3361 
3421 
3481 
3541 
3601 
3661 
3721 
3781 
3841 
3901 
3961 



CAT TAT CTC ACC CTT GAT GAT GTG GAA CGA CAC GCA GT6 ACC ACC 
His Tyr Leu Thr Leu Asp Asp Val Glu Arg His Ala Val Thr Thr 

AAC ATG ATA GAA CGG TTG CCC ACC AGC ATC ATC AGC CTC GAG AAC 
Asn Met He Glu Arg Leu Pro Thr Ser He He Ser Leu Glu Asn 

ACA GCT CAC GGC AGC GTA ATC CCA CTA CAA GAG CTC CGC AAG ATG 
Thr Ala His Gly Ser Val He Pro Leu Gin Glu Leu Arg Lys Met 

AAG GCT TGG GCT GAC GAG CAG GAG ATC GCC ATT CAC ATC OAC GGT 
Lys Ala Trp Ala Asp Glu Gin Glu He Ala He His He Asp Gly 

GCG CGG ATA TGG CAC GCC GTG GCA GGC GGG GGC GGT AGT CTA AAG 
Ala Arg He Trp His Ala Val Ala Gly Gly Gly Gly Ser Leu Lys 

GAG ATC GCG GGC TGC TGC GAC GCG ATG ACC CTC TCC TTC GGT AAA 
Glu He Ala Gly Cys Cys Asp Ala Met Thr Leu Ser Phe Gly Lys 

GGG CTC GCA GCA CCG ATA GGA TCQ GCC ATC GTG GGC TCO AGG GAC 
Gly Leu Ala Ala Pro He Gly Ser Ala He Val Gly Ser Arg Asp 

CTT ATA GCA AGG GCG AGA AGA CTG CGC CAA AGC ATC GGC GGC GGC 
Leu He Ala Arg Ala Arg Arg Leu Arg Gin Ser He Gly Gly Gly 

GTC CGC AAG GCT GGG GCC ATT GTG GCT GCA GCT TGG CAG GCC ATG 
Val Arg Lys Ala Gly Ala He Val Ala Ala Ala Trp Gin Ala Met 

ATA GAG AAC TTT GGT CCC GGC GAT GTC GAC ACA CGG GGC ATC ATC 
He Glu Asn Phe Gly Pro Gly Asp Val Asp Thr Arg Gly He He 

CAG AGA ACA CAT GTG TTG GCG AGA GCG GTG GCC AAC ATG TGG ACC 
Gin Arg Thr His Val Leu Ala Arg Ala Val Ala Asn Met Trp Thr 

TCG AGG GGC GGT CTG CTT CTT CGC CCG GTG ATG ACG AAC CTT GTC 
Ser Arg Gly Gly Leu Leu Leu Arg Pro Val Met Thr Asn Leu Val 

TGG CTC GAC TTG AAG AGC GCT GGT CTC GAC AAG TCC ACA CTG GAC 
Trp Leu Asp Leu Lys Ser Ala Gly Leu Asp Lys' Ser Thr Leu Asp 

ACG GCT GCT CAG CAC CGT GAC ATA CGC ATC AGG GCA CCA CGC ATC 
Thr Ala Ala Gin His Arg Asp He Arg He Arg Ala Pro Arg He 

GTT CTG CAT CAG CAG ATA TCA ACC GAT GCT ATG CGA CGA CTG GAG 
Val He Val Leu His Gin He Thr Asp Ala Met Arg Arg Leu Glu 

GCG GTG TTC GAG GAG GTG TTA GAG AAA AAG GCA AGT CAA AGT CCY 
Ala Val Phe Glu Glu Val Leu Glu Lys Lys Ala Ser Gin Ser Pro 

TTG CGG TCA AGA GCG GAG CGA GCA GGT CTA GAA CGC CTT TAG 
Leu Arg Ser Arg Ala Glu Arg Ala Gly Leu Glu Arg Leu 

TCAAACTA7\CTGGATACCCGGAGTGGGGTCATTGCTGTTGGGCCATATTCCATGGATCAA 
GGAGGTACTGACTATCTAAGGITCGCTGTCAGGGGTTCCAAGTACTCAAGGGAGGGAAAA 
GGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCACATGTGGTATTTCATCCATCCTTCA ATG C 
CCTTGGTTGTGGGCAAGATCGGCTACCTATGACCCACAAGCATCGAGTCGAGTGTGTTGT 
TTCTATTTTTAGTCACTGGTGCTCCATCGGGCCAGGAAGCTTAGACCATCGCGCCACGAG 
ACATGATCCGTGCTTGACAGCATATCGCCCTAAATCAGCAAGCCCCCGAAAATGAATCCA 
TCACTCTTTGTTTGTCTCTTTGGTCGCGGAATAATCGCCCCGTGGAACTCATCACTOGTC 
TGGAATCGACGAGAGTCAACCGCAGAGTAGACACGATGGTTCATTCCACAACAG AACAG A 
GCCCCTCCACGGATGGCCAQTTCGCGCAACCCTTGAG ACATGTCGC AGCGAGu iVji 1 i u I 
TTAGGTCCAACACCATCGACrACGAGTAGTTGTATGAATGTATC TAi i a i a i i i i^CCGC 
TTATCCTTTCCCGGACTTGTATGATCTGTGACTGGCATAGCATCCCTGCCGCCGGGGACC 
TAGCCCGGCGCCTCATCCGCCTTGCCAGACGGAATGAATAGTCATCTGC ACGAGGGGT AG 
TGAGCGCTCAGGAATAGGACGATCCGTTAAGCACAAGATGGATTAAACTGTGTTTGTGCT 

TGCGGCGACCCIT 
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C»CCC«TTCTCCI«aTTCX«tCOCIJ«tie|^^ 

ISgcccgactcccccgaccggA ^ 

ggggggg999gccccggA > 

1 7g - ccccancgcccgcgA- 

leg.ccgaaggcttgggetgacgagacgcccgA ^ll^'I''! 

. . .ggggggg9999"^^^^ 

. . .ggggggggggg9«c^*=39'^ 

A ^ 

> 

lOg-ctactactactaggccacgcgtcgactagcatgA > 

ggggggggcgatcgactagA * 

ggggggggggc9*^*=9®^^*^^ * 

gggggggggggaCA > 

ggggggggggg999W9*^*=5*''^*^^ ^ 

ggggggggggsgggsOT*^^^*^^*^'^ \ 

ggggaggggggg"99^^5actagA 

gggggggggggsssss™^*^*^**^"^'^ * 

gggggggggaggwgat^s'*^^*^'^ ^ 

gggggggggggggs'*^**^^^*''*'*^^ 

gg tgggggggggggggn?*^^^**^^''^'^ ^ 

ggggggngggggggg9fg"9*^^9actagA > 

ggggggngggggggggna*^^*^'^*^'^ 

ggggggggggatcgactagA > 

gggggggggggggggggggngatcgactagA '> 

ggggggggggg99«=9atcgactagA > 

gggggggggggg9sr"n"9atcgaetagA > 

ggggggggggg99gggcgatcgactagA > 

gggggggggggg99*=^9*^^^®^^*^'^ * 

gggggggggggggnnggtcgactagA — > 

gggggggggggcgatcgactagA > 

ggggggggggss^gnacgatcgactagA 

gggggggggggg«=999999^*^°^*''"®'^ ^ 

ggggggggggggggggggcga tcgactagA > 



9/SG108 
28/SGllB 
31/SG121 

12/SG117 

1/SG108 

4/SG108 

7/SG108 
29/SG118 

8/002 
17/SG113 
12/SG116 
11/SG117 
13/SG117 
14/SG117 
15/SG117 
16/SG117 
17/SG117 
18/SG117 
19/SG117 
20/SG117 
21/SG117 
22/SGX17 
23/SGllB 
24/SG1X8 
. 25/SG118 
26/SGlie 
27/SG118 
32/SG121 
33/SG121 
34/SGX21 
35/SG12X 
36/SGX2X 



wo 94/25606 

Abbildtmgl^ 

+1149 

CGC CTT TAOTCAAACTAACTGGATACCCGGAGTGGGGTCAl 
Arg Leu 

TvDl ; 

+1154/5 

I 

TAGTC + 17A 

TAGTC + 17A 

Tvp2 ; 

TAGTCAAACTAACTGGATACCCGOAGTGGGGTCAT 



PCT/EP94/01272 



?CCA. 



41194/45 



I 



+ 35A 



(17%) 



3/SG118 
9/S6118 



(8%) 
39/SG120 



+1270 



+1335 
I 



.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCMGACCTGAGCAaLTGTGGTATTTM^ • • ■ 



Tvp3 ; 



+1304/155 

I 



. AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCAC + ISA 
.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCAC + 27A 



(17%) 



3€/SG123 
37/SG123 



TVP4 ; 



+1316/167 
I 



AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCACATGTG6TATTTC + 16A 
lAAAGGGTAGAGGATAGATAGGOJlGACCTGAGCACyiTGTGGTATTTC + 43A 
.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCACATGTGGTATTTC + 20A 
AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTOAGCACATGTGGTATTTC + 20A 
.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACXTGAGCACATGTGGTATTTC + 17A 
.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCACATGTGCn^ATTTC + 22A 



(50%) 



31/SG121 
32/SG121 
33/SG121 
34/SG120 
35/SG120 
3B/SG120 



+1320/171 
I 

.AAAGGGTAGAGGATAGATAGGCAAGACCTGAGCACATGTGCrrATTTCATCC ♦ 27A 



(8%) 



40/SG120 
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